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1. BEVEZETÉS 
A mennyiségi élelmiszerellátás biztonságának megteremtésében az intenzív 
növénytermesztés játszik kulcsszerepet. Ennek célja a termésátlagok folyamatos növelése, 
amit els sorban a nitrogén limitál (Vance és Graham, 1995). A mez gazdasági gyakorlat a 
megnövekedett nitrogénigényt m trágyával pótolja (Shantharam és Mattoo, 1997). A fokozott 
nitrogénm trágya felhasználás az elmúlt évtizedekben valóban jelent s termésátlag 
növekedést eredményezett az egész világon, de az évek során a növekedés üteme fokozatosan 
lelassult mind a fejlett, mind a fejl d  országokban (Tilman és mti, 2002). A fosszilis 
tüzel anyagok árának növekedésével folyamatosan emelkedik a mez gazdaságban felhasznált 
termékek, különösen a nitrogénm trágyák ára. Ezek ipari el állítása, a Harber-Bosch eljárás 
rendkívül energiaigényes folyamat. 
 A több évtizedes korlátlan mérték  m trágya kijuttatás jelent sen hozzájárult a 
környezetszennyezéshez is. A talajba kijuttatott nitrogénmennyiségnek legjobb esetben is 
csak a felét veszi fel a növény, a maradék feleslegben a közvetlen környezetet szennyezi. Az 
egyre fokozódó m trágya-felhasználás során óriási mennyiség  nitrát mosódik a talajba és a 
talajvizekbe, amely a folyók és tavak eutrofizációjához vezethet (Bohlool és mti, 1992). Az 
ivóvízbe jutó nitrát az emberi szervezetbe kerülve a májban nitritté redukálódhat, ami egyrészt 
toxikus, másrészt az emberi szervezetben rákkelt  vegyületté alakulhat. A NO3 denitrifikálása 
során keletkez  nitrogén-oxidok üvegházhatású gázok, melyek az ózonréteg stabilitását 
veszélyeztetik (Keeney, 1982). 
 Mindezek után érthet , hogy mind gazdasági, mind környezetvédelmi okokból 
napjaink mez gazdaságából egyre inkább kiszorulnak a m trágyák. Az intenzív 
növénytermesztés azonban elképzelhetetlen pótlólagos nitrogén adagolása nélkül, ezért a 
gazdaságilag fontos növények nitrogénigényét más forrásból próbálják kielégíteni. 
Legkézenfekv bb megoldás erre a biológiai nitrogénfixáció hasznosítása. 
A légköri nitrogénkötésre képes szervezetek prokarióták (Balandreau 1983). A 
prokarioták által megkötött nitrogén a növények számára csak úgy hasznosulhat, ha a két 
szervezet között szorosabb vagy lazább kapcsolat (szimbiózis vagy asszociáció) jön létre 
(Kneip és mti, 2007). Annak ellenére, hogy a légköri nitrogén megkötése jelent s mértékben 
biológiai úton történik, mégsem hasznosul teljes mértékben a mez gazdaságban, mivel az 
evolúció során kialakult szoros növény-mikroba kapcsolatok csupán a gazdaságilag fontos 
növények sz k körére jellemz k. 
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2.   IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
A szimbiózis olyan kölcsönös el nyökön alapuló együttélés két vagy több eltér
fajhoz tartozó egyed, vagy populáció között, amely az adott él helyen hatékonyabb 
gyarapodást biztosít, mint az a partnerekre külön-külön jellemz  lenne. Ez a kapcsolat az 
evolúció során jön létre, és kiegyensúlyozott körülmények között m köd képes. A kooperatív 
kapcsolat alapja alapvet en metabolikus és/vagy genetikus. A partnerek együttm ködése csak 
kiegyensúlyozott körülmények között lehet tartós és stabil. A stabilizáció olyan mérték  lehet, 
hogy az együttm köd  partnerek egyedül, egymástól függetlenül már nem is tudnak élni. A 
környezet drasztikus megváltozása azonban az együttm köd  partnerek szakításához 
vezethet. Ez új partneri kapcsolat kialakítását vonhatja maga után, de végs  soron a partnerek 
kipusztulását is eredményezheti. 
Szimbiózisban a partnerek új metabolikus képességekhez jutnak azáltal, hogy fontos 
metabolikus folyamatok kiegészítik egymást. Így nagyszámú jelent s szimbiózis alapja a 
fotoszintézis és a légköri nitrogénkötés összekapcsolódása, amely a biológiai, környezeti 
jelent ségén túl, nagy gazdasági haszonnal is jár (Paracer és Ahmadjian, 2000).  Ilyen 
metabolikus kapcsolat a légköri nitrogénköt  baktériumok és a fotoszintetizáló növények 
között jól ismert (Reinhold-Hurek és Hurek, 1998; Kneip és mti, 2007). 
2.1   Nitrogénköt  szervezetek 
 A légköri nitrogénkötésre képes szervezetek prokarióták (Balandreau, 1983; Young 
1992; Schmid és Hartmann, 2007). Elterjedésüket tekintve gyakorlatilag mindenhol 
megtalálhatók a Földön, a sarkkörökt l az Egyenlít ig valamennyi éghajlati zónában. 
Legnagyobbrészt talajokban élnek, de el fordulnak folyókban, tavakban, tengerekben, s t 
h forrásokban is (LaRoche és Breitbarth, 2005).
 A nitrogénkötéshez szükséges energiaigényüket kielégíthetik autotróf szervezetekként 
a napfényenergia közvetlen felhasználásával (cianobaktériumok), hidrogént és széndioxidot 
hasznosítva (Arthrobacter) valamint heterotróf módon redukált szénforrásokon élve 
(Azotobacter, Azospirillum). 
 A nitrogénköt  mikroorganizmusok 2 nagy csoportra oszthatók: a szabadon él  vagy 
asszociatív valamint a szorosabb szimbiózisban él  szervezetekre. A szimbionták 
nitrogénfixációjuk során az energiaforrást és speciális tápanyagszükségleteiket tekintve a 
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gazdaszervezett l függenek. A szabadon él , szaprofita, szerves energiaforrásra szoruló 
szervezetek csak közvetve függenek a növényekt l. A teljes biológiai nitrogénfixáció (170 
millió tonna/év) 70%-át a szimbiotikus, 30%-át a szabadon és asszociációban él
nitrogénköt k adják (Paul, 1988). 
2.2   Szimbiotikus növény - mikroba rendszerek 
1. táblázat: Különböz  típusú szimbiózisok 







Delwiche, 1970; Faria 
és mti, 1989; Moreira 
és mti, 2006 
Sugárgombák: 
Frankia 
Casuarina, Alnus, Eleagnus, 
Hippophäe, Myrica, Ceanothus 
Peoples és Craswell, 










- A Rhizobiumok esetében az együttélés során egy igen fejlett, új struktúra: a gyökérgüm
alakult ki, amely gyakorlatilag egy új szervnek tekinthet . Itt élnek a szimbionta baktériumok 
(Franssen és mti, 1992, Deakin és Broughton, 2009).
- A Frankia sugárgombával alkotott szimbiózisokban a növény szintén güm ket fejleszt, de 
ezek az el bbivel ellentétben módosult oldalgyökerek. (Hirsch és mti, 1997). 
- A kékalga szimbiózisok esetében a mikroszimbionták nem okoznak a güm képzéshez 
hasonló morfológiai változásokat a gazdaszervezetben. A kékalgák a gazdanövény 
intercellulárisaiban élnek, kivéve a Gunnera esetében, ahol a Nostoc a sejteken belül él a 
hajtáscsúcs régióban (Chiu és mti, 2005). 
2.3   Asszociatív növény - baktérium együttélések 
 Az el z kben említett szorosan együttél  szimbiózisok mellett jelent s szerepet 
töltenek be a lazább, ún. asszociatív együttélések. Ezekben az esetekben a baktériumpartner 
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gazdaspecifikussága sokkal tágabb, és, bár nitrogénfixációs aktivitásukban nem veszik fel a 
versenyt a hatékony szimbiózisokkal, jelent s mértékben hozzájárulhatnak a növény 
nitrogénellátásához. A csoporton belül elméletileg megkülönböztethet k szabadon él  és a 
növényekkel lazább-szorosabb asszociációt alkotó baktériumok, de mivel nem mindig 
egyszer  elkülöníteni a két társaság nitrogénkötését, ezért a 2. táblázatban közösen kerülnek 
bemutatásra. 




Az asszociáció növénypartnerei 
Baktériumokkal 








Acetobacter  cukornád*, **,  Döbereiner és mti, 1988 
Agromonas rizs  Ohta és Hattori, 1983 
Alcaligenes rizs rizs You és Zhou, 1989 
Azoarcus Leptochloa fusca 
(kallar-f )* 
Reinhold-Hurek és mti, 
1993 
Azomonas Sarracenia** Prankevicius és 
Cameron, 1989 






 Baldani és Döbereiner, 
1980; Scotti és mti, 
1993; Baldani és mti, 
1986; Patriquin és 
Döbereiner, 1978;; Xie 
és Yokota, 2005 







Döbereiner és Day, 
1976;  Martinez-Toledo 
és mti,1985; 
Prankevicius és 
Cameron, 1989; Dighe 
és mti., 1986 
Bacillus kukorica  Berge és mti, 1991 
Beijerincia cukornád, rizs  Döbereiner,1961  
Clostridium tölgy  Jones és Bangs, 1985 
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Derxia cukornád  Purchase, 1980 
Enterobacter cukornád, rizs, 
kukorica, tölgy
 Purchase, 1980; 
Döbereiner és Day, 
1976; Ladha és mti,  
1983; Jones és Bangs, 
1985 
Erwinia cukornád  Purchase, 1980; 
Döbereiner és Day, 
1976 
Flavobacterium rizs  Bally et al., 1983 
Herbaspirillum rizs cukornád*, **, bab* James, 2000, 
Döbereiner és mti, 
1994; Valverde és mti, 
2003 
Klebsiella cukornád, rizs, 
kukorica, tölgy
 Purchase, 1980; 
Döbereiner és Day, 
1976; Yoo és mti, 1986; 
Pseudomonas rizs  Barraquio és mti, 1983 
* diazotróf baktériumok a gyökér szövetei között fordulnak el
** diazotróf baktériumok a hajtás szövetei között fordulnak el
2.4   Alga szimbiózisok 
A természetben el forduló számtalan alacsonyabbrend  szimbiózis közül csak az alga 
szimbiózisokat emelem ki külön, mert a dolgozatom egyik részében mesterséges alga 
szimbiózosok létrehozását és jellemzését mutatom be. 
Az algák körében is elterjedek a heterotróf baktériumokkal alkotott szimbiotikus 
kapcsolatok. Watanabe és mti (2005) Chlorella sorokiana laboratóriumi tenyészetét vizsgálva 
négy baktérium és egy gombatörzset izoláltak. Megállapították, hogy a partnerekt l 
szeparáltan tenyésztve az alga vitalitása csökkent.   
Az algák nem csak nitogénköt  baktériumokkal kooperálhatnak, k maguk is lehetnek 
más él lények szimbionta partnerei. Legismertebb példa erre a Chlorella nemzetség tagjai 
között el forduló Chlorella-Paramecium (Summerer és mti, 2007) valamint a Chlorella – 
Hidra szimbiózisok (Rahat és Reich, 1986). 
Az alga szimbiózisok közismert képvisel i a zuzmók. A zuzmók két vagy három 
szervezet, gomba (mikobionta) és fotoszintetizáló alga (fotobionta) szimbiózisai, ez azonban 
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csak a 19. század vége óta ismert tény, Schwendener német mikológus (1867) kutatásai 
alapján. Az együttélés egy speciális testszervez dés, a tallusz kialakulását eredményezi. Ezzel 
együtt a szimbionták anyagcseréje is megváltozik az együttélés során, s t speciális 
vegyületeket is szintetizálnak, melyek csak szimbiózisban jellemz k a partnerekre (Honegger, 
1991). Mintegy 15.000 zuzmófajt ismerünk, ez a nagy szám arra utal, hogy a szimbiózisnak 
ez a típusa sikeresnek bizonyult.  
2.5   A nitrogénköt  szervezetek hatása a gazdanövényre 
2.5.1   Fitohormonok  
A növény - mikroba együttéléseknél a növény els sorban a nitrogénfixáció 
eredményeként és termékeként kibocsátott különböz  nitrogéntartalmú szerves vegyületeket, 
f leg aminosavakat hasznosítja (Karube és mti, 1981) A diazotróf partner azonban gyakran 
más, a növényi növekedést befolyásoló hatást is gyakorol a gazdaszervezetre. Több fontos 
nitrogénköt  baktériumról kimutatták, hogy növekedési hormonokat termel (Frugier és mti, 
2008). A Rhizobiumok fert zési folyamatában fontos szerepük van a kibocsátott 
citokinineknek és auxinoknak (Hirsch és mti, 1997; Mathesius, 2008). Az Azotobacterek 
tiszta tenyészetében auxin (IAA) (Garcia-Bilbao és mti 1987) és citokinin (Taller és Wong, 
1989) termelést mutattak ki. 
A növények tápanyagellátását segíthetik a baktériumok által termelt sziderofórok, ezek 
a kelátképz k, melyek a nehezen hozzáférhet  elemeket, a vasat (Shah és mti, 1992) vagy a 
foszfort (Kumar és mti, 2001, de Freitas, 2000) oldott formává alakítva, könnyen felvehet vé 
teszik  
2.5.2   Az Azotobacterek felhasználása a mez gazdasági gyakorlatban 
A mez gazdasági gyakorlatban az Azotobacterek legáltalánosabb felhasználási 
területe a talajinokulálás. A mérsékelt égövben természetesen els sorban a gabonafélékre, így 
búzára (Timsina és Connor, 2001), rozsra, kukoricára (Martinez-Toledo és mti, 1988), és 
cukorrépára gyakorolt hatását mérték. A trópusokon a legfontosabb célnövény a cukornád és a 
gyapot (Kennedy és mti, 2004). Az Azotobacterek pozitív hatását mérték a növények fejl dési 
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ütemében, a termésmennyiség fokozásában (Kumar, 1994), gabonaféléknél kalászméretben, a 
szemek mennyiségében és min ségében (de Freitas és mti, 2000).  
A talajoltáson túl gyakori kezelés a hajtásfelszínr l izolált Azotobacterek növényekre 
történ  kipermetezése (Chatjipavlidis és mti, 1996) is, ami gyakorlatilag lombtrágyázásnak 
tekinthet . 
2.5.3   Az Azotobacterek egyéb pozitív hatásai 
 Az el z kben említett általános pozitív hatásokon túl jelent s az is, hogy ezen 
baktériumok olyan anyagokat is termelnek és bocsátanak ki, amelyek megakadályozzák egyes 
fitopatogén mikrobák felszaporodását.  
 Cellulózbontó (Abd-Alla és mti, 1992) valamint ligninbontó (Zhang és mti, 2004) 
aktivitást mutattak ki Azotobacterekben, amely tulajdonsága felhasználhatóvá teszi a szerves 
hulladékok komposztálásában.  Gyakran alkalmazzák cellulózbontó (pl Trichoderma 
harzianum) vagy lignocellulóz bontó (pl Cyathus certoreus) gombákkal együttesen is, amikor 
a baktériumok a lebontáshoz szükséges nitrogént biztosítják (Halsall, 1993). Szennyvizek 
tisztításában is jó eredményeket értek el, A. vinelandii-val történ  inokulálás után 5 nap 
elteltével a toxikus anyagok 90%-át lebontották a baktériumok (Ehaliotis és mti, 1999, Kargi 
és Ozmıhçı, 2004). 
2.6   A biológiai nitrogénfixáció kiszélesítésének lehet ségei 
 A 70-es évek energiaválságának hatására széleskör  kutatások indultak világszerte, s 
ennek köszönhet en mára jelent s mértékben gyarapodtak ismereteink a szimbiotikus és 
aszimbiotikus nitrogénköt  rendszerekkel kapcsolatban, de a gyakorlati felhasználást illet en 
máig sem hoztak átüt  sikert (Hardy, 1993). A 90-es években még inkább körvonalazódott a 
biológiai nitrogénkötésre irányuló folytatólagos és fokozott kutatások szükségessége, hiszen 
tudjuk, hogy az ún. fenntartható mez gazdaság ma már elképzelhetetlen a m trágyák 
biológiailag fixált nitrogénre történ  lecserélése nélkül (Hardy és mti, 1995).  
 Az el z kben ismertetett természetes rendszerek igazolják, hogy a növényekkel 
szorosabb-lazább kapcsolatban él  diazotróf mikroorganizmusok különböz  mértékben 
ugyan, de hozzájárulhatnak a gazdaszervezet nitrogénigényének kielégítéséhez. Ahhoz 
azonban, hogy a gazdaságilag fontos növények is a lehet  legjobb mértékben kihasználják a 
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biológiai nitrogénkötés lehet ségét, a már létez  szimbiózisok fejlesztése valamint a 
nitrogénkötés képességének megtelepítése szükséges.  
A biológiai nitrogénkötés kiszélesítésének lehetséges megoldásai a következ k: 
A nif gének bevitele a növényi genomba
A meglév  szimbiózisok hatékonyabbá tétele 
A Rhizobiumok gazdakörének kiszélesítése 
Mesterséges szimbiózisok létrehozása 
2.6.1   A nif gének közvetlen bevitele a növényi genomba 
A legkézenfekv bb megoldást az jelentené, ha a nitrogénkötésért felel s nif géneket 
beépítenék a haszonnövények genomjába. Ez a géncsoport azonban rendkívül összetett. 
Klebsiella-ban kb 21 gént azonosítottak, amelyek nagy része megtalálható más diazotróf 
szervezetekben is, így Rhizobium-ban, Bradyrhizobium-ban, Frankia-ban, Anabena-ban és 
Azospirillum-ban (Long, 1989).  Dixon és Postgate (1972) a teljes géncsoportot átvitték 
Klebsiella pneumone-ból E. coli-ba, ezzel egy teljesen új, transzgénikus nitrogénköt
baktériumot hozva létre, de ez a két szervezet nagyonk közeli rokonságban áll egymással. 
Távolabbi rokonságban álló nemzetségek között hasonló sikereket még nem tudtak elérni. A 
több mint 30 éve tartó kutatások eddig sajnos kevés eredményt hoztak. Dowson-Day és mti 
(1991) a nif gének közül kett t be tudtak építeni dohány kloroplasztiszba, de a génexpresszió 
mértéke rendkívül alacsony volt.  
2.6.2   A létez  szimbiotikus rendszerek hatékonyságának fejlesztése 
 Mivel a nitrogénköt  növényi sejt létrehozása ma még csak nagyon távoli cél, 
reálisabb, ha figyelmünket a már létez  szimbiotikus rendszerek jobb megismerésére és 
hatékonyabbá tételére összpontosítjuk. Többen próbálkoztak a gazdasági szempontból 
legjelent sebb Rhizobium – Leguminosae szimbiózis fejlesztésével. Bár laboratóriumi 
körülmények között a gazdanövényhez gondosan megválasztott baktérium törzzsel rendkívül 
jó hatásfokú szimbiózisok hozhatók létre, ugyanezek a partnerek sokkal gyengébb eredményt 
mutatnak szabadföldi kísérletekben, még akkor is, ha ugyanabba a talajba inokulálják vissza, 
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amelyb l izolálták (Shantharam és Mattoo, 1997). Ennek legf bb oka, hogy az inokulumként 
használt szelektált törzsnek versenyeznie kell a talajban lév  “bennszülött” populációval, 
amely számbeli fölényének és egységes eloszlásának köszönhet en általában elnyomja az 
inokulum törzset (Vance és Graham, 1995).  
 Brockwell és mti (1982) a következ kben foglalják össze a jó inokulum törzs 
tulajdonságait: 1) versenyképes legyen, 2) hatékonyan kösse a légköri nitrogént különböz
környezeti feltételek mellett, 3) mobilis legyen és hatékonyan kolonizálja a talajt, 4) 
perzisztens legyen, 5) a kedvez tlen körülményeket is túlélje, 6) a tárolás során meg rizze 
állandóságát, 7) tolerálja az alacsony talaj pH-t és 8) ne álljon le a güm képzés és a N2 kötés, 
ha a talaj nitrogént tartalmaz.  
 Molekuláris módszerekkel még fokozható lehetne a Rhizobium törzsek hatékonysága, 
ha képesek lennénk genetikailag manipulált, fokozott nitrogénfixációs képesség  törzseket 
létrehozni.  Éppen ezért az utóbbi években egyre több kísérlet irányul a szimbiózisban részt 
vev  gének pontosabb megismerésére mind a növény, mind a baktérium partner 
szempontjából. Ma már tudjuk, hogy a baktériumok nitrogén fixációért felel s génjei 
plazmidokon találhatók, a különböz Rhizobium törzsek laterális géntranszferrel átadhatják 
ket egymásnak (van Berkum és mti, 2003). A noduláció genetikai háttere is tisztázódni 
látszik az utóbbi évek kutatásai alapján (Pacios-Bras és mti, 2002, Markmann és Parniske, 
2008; Herder és Parniske, 2009; Maekawa és mti, 2009). Suzuki és mti (2008) Lotus 
japonicus ß-1,3-glükanáz génjét blokkolva intenzívebb güm képz dést értek el, miáltal a 
nitrogénfixációs aktivitás is drasztikusan megemelkedett. 
2.6.3   A Rhizobiumok gazdakörének kib vítése 
 A gyökérgüm k kialakulása egy különböz  fenotípusos lépésekb l álló bonyolult 
folyamat, amelynek minden lépése a baktérium és a gazdanövény génjeinek aktivitásától 
függ, és bármely stádiumban megszakadhat, ha nincs kompatibilitás a két szervezet között.  
 A Rhizobiumokban található ún. nod gének transzkripciója elengedhetetlen a fert zés 
korai szakaszában (Laguerre és mti, 2001). Ezek a különböz  törzsek esetében er s 
homológiát mutatnak, a törzsek közt kicserélhet k anélkül, hogy módosulna a 
gazdaspecifitásuk (Gallon és Chaplin, 1987). A gazdanövények felismerésében a flavonoidok 
a meghatározó faktorok. Az eredend en csak a gazdanövény gyökérexudátumában lév
flavonoidok hatására aktiválódó nod D gén módosításával viszont elérhet  volt, hogy 
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valamennyi nod operon aktiválódjon a flavonoidok kölcsönhatása nélkül is (Spaink és mti, 
1989). Ezek a manipulált vonalak kiterjedtebb gazdaspecifitást mutattak. Lotus japonicus nfr1
és nfr5, a Nod faktor receptorért felel s génjeit expresszáltatták Medicago truncatula-ban és 
Lotus filicaulis-ban, ennek hatására güm képz dést figyeltek meg a gyökerükön, az 
egyébként er sen gazdaspecifikus Mesorhizobium loti - amely a L. japonicus diazotróf 
partnere – kolonizációjának eredményeként (Radutoiu és mti, 2007). Ezek a kísérletek is még 
csak a pillangósvirágúak családján belüli gazdapspecificitás b vítést célozták.  
 A baktériumok köt dését a gyökerekhez a növényi lektinek biztosítják. Ezek a 
fehérjemolekulák speciális kötéseket képeznek a baktériumok felszíni poliszacharidjaival. 
Sreevidya és mti (2005) borsó lectin génjét hordozó transzgénikus rizs gyökerét inokulálták 
Rhizobium leguminosarum bv. Viciae és Bradyrhizobium japonicum törzsekkel. A 
baktériumok kolonizálták a gyökerek felszínét, a gyökérsz rökön aggregálódtak.
 Leszögezhetjük, hogy a növény számára a légköri nitrogén sikeres és hatékony 
felhasználása kizárólag endoszimbionta rendszerekben valósulhat meg. A szimbionta 
nitrogénkötés el feltételei - a metabolikus szubsztrátok megbízható ellátása a gazdaszervezet 
fotoszintézise által, ami elegend  energiát és reduktív körülményeket biztosít, a magas 
oxigénszint elleni védelem, a nitrogénkötés termékeinek elszállítása a gazdaszervezetbe, a 
membránrendszer kialakulása a gazdaszervezet és a szimbionta partner közötti kétirányú 
transzportfolyamatokhoz valamint védelem a környezetben el forduló kompetitív és 
antagonista baktériumok ellen - csak ebben az együttélési formában teljesíthet k (Quispel, 
1991). 
2.6.4    Új szimbiziósok létrehozása 
2.6.4.1    A baktériumok megtelepítése a növények gyökereiben és hajtásaiban 
különböz  módszerekkel 
 Kennedy és Tchan (1992) sejtfalbontó enzimek segítségével próbálták meg bejuttatni a 
Rhizobiumokat a növényi szövetbe, és sikeres eredményeket értek el pillangós és nem 
pillangós növényeknél is, beleértve a gabonaféléket is. Al Mallah és mti (1989; 1990) az 
enzimatikus sejtfalbontást PEG (polietilén glikol) kezeléssel kombinálták rizs és repce 
csíranövényeknél. Ez el segítette a baktériumok bejutását, bár nitrogenáz aktivitást csak 
nagyon csekély mértékben tudtak detektálni.  
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 Az egyetlen nem pillangós növényt - a Parasponia-t - fert z Bradyrhizobium 
parasponium képes volt a repcét is fert zni enzimatikus el kezelés nélkül (Cocking és mti, 
1990). A keletkez  güm k rendkívül változatosak voltak; egyesek vöröses pigmentációt 
mutattak, utalva az esetleges leghemoglobin termelésre. 
 A 80-as évek elejét l Nie és mti több cikket is közöltek kínai folyóiratokban a 2,4-D 
(2,4-diklórfenoxi ecetsav) güm indukáló hatásáról több növény esetében is (Nie, 1983). Az 
indukált güm szer  struktúrákat para-noduloknak nevezték el (Kennedy és mti, 1990). 
 A Rhizobium nemzetségen belül különleges helyet foglal el a szabadon él , 
nitrogénkötésre is képes Azorhizobium caulinodans, amely a trópusi Sesbania rostrata 
hajtásgüm iben él (Dreyfus és mti, 1988). Chen és mti (1992) arról számoltak be, hogy búzán 
a 2,4-D által indukált gyökér paranodulokban az A. caulinodans detektálható C2H2 redukciós 
aktivitást mutatott, de ez rendkívül csekély mérték  volt. Webster és mti (1997) aszeptikusan 
nevelt rizs és búza növényeket fert ztek Azorhizobium caulinodans-al mindenfajta kiegészít
kezelés nélkül, és nagy mérték , 80% feletti kolonizációt tapasztaltak. A baktériumok az 
oldalgyökerek eredési pontjánál jutottak be a gyökérszövetbe, és a kortexen belül nagy, 
zsebszer  sejtközötti üregekben helyezkedtek el. Acetilénredukciót csak szukcinát 
jelenlétében tudtak mérni, ami valószín leg arra vezethet  vissza, hogy az adott táptalajnál a 
szénforrás lehetett a nitrogénkötés limitáló faktora. 
 A Rhizobiumokon kívül szabadon él  baktériumokkal, legf képp Azospirillumokkal is 
inokuláltak 2,4-D-vel kezelt növényeket. A paranodulok az oldalgyökerek eredési pontján 
fejl dtek (Sriskandarajah és mti, 1993).  A 2,4-D hatása komplex, mert egyrészt rengeteg 
oldalgyökér-kezdeményt indukál, másrészt ezek a gyökériniciálisok nem fejl dnek ki 
rendesen, ez okozza a kerekded, güm szer  formát (Kennedy és mti, 1997). A paranodulok 
módosult oldalgyökerek, amelyek a gyökér kortexhez hasonlóan tartalék tápanyagot 
tartalmaznak, és kialakulásukat, fejl désüket nem csak a 2,4-D, hanem a mikroorganizmusok 
is befolyásolják. 
A paranodulok indukálására vonatkozó legtöbb kísérletet búzán végezték 
(Christansen-Weniger, 1998). Az oxigénszint csökkentésével lehet vé vált a paranodulokon 
belül és a rhizoszférában elhelyezked  baktériumok nitrogenáz aktivitásának elkülönítése 
(Tchan és mti, 1991). Mind a kolonizáció, mind az acetilénredukció mértéke tovább növelhet
más szintetikus auxin (pl naftilecetsav vagy indolecetsav) párhuzamos adagolásával 
(Sriskandarajah és mti, 1993). Katupitiya és mti (1995) lacZ riportergén segítségével követték 
nyomon az Azospirillumok jelenlétét, bár esetükben inkább a gyökérfelszínhez tapadtak csak 
a baktériumok. Ezzel ellentétben Christansen-Weniger és Vanderleyden (1994) kísérletében 
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az Azospirillumok intracellulárisan kolonizálták a paranodulokat. A baktériumok nagy 
számban helyezkedtek el az intakt sejtek citoplazmájában. 
Baby és munkatársai (2002) tea növény kalluszba juttattak be Azospirillumokat a 
gyökérfejl dés stádiumában. A kifejl dött növények intenzívebb növekedést mutattak. 
2.6.4.2   A baktériumok megtelepítése a teljes növényben in vitro módszerekkel 
 Már régóta felmerült a kutatókban az az igény, hogy a diazotróf szervezeteket ne csak 
a gyökérzet tartalmazza, hanem a hatékonyság fokozása érdekében a teljes növényben 
sikerüljön megtelepíteni.  A növényi szövettenyésztési technikák fejl désével megnyílt a 
lehet ség erre. A baktériumok növényen belüli megtelepítésének két formája lehetséges: 
• Intracelluláris endoszimbiózisok létrehozása a baktériumok közvetlen bevitelével növényi 
protoplasztokba 
• Intercelluláris endoszimbiózisok létrehozása a növényi szöveten belüli baktérium 
megtelepítéssel 
2.6.4.2.1 Intracelluláris endoszimbiózisok létrehozása a baktériumok közvetlen 
bevitelével növényi protoplasztokba (endocitobiózis) 
A protoplaszt technika fejl dése tette lehet vé a nitrogénköt  baktériumok bejuttatását 
a falától megfosztott, plazmalemmával határolt növényi sejtbe (endocitobiotikus 
endoszimbiózis). A módszer elvi lehet ségét egyrészt az az elmélet támasztja alá, mely 
szerint egyes eukariota sejtorganellumok prokariota eredet ek (Margulis, 1981), másrészt az a 
tény, hogy a természetben igen elterjedtek, f leg az egysejt eknél, a m köd
endoszimbiózisok.  
Valamennyi leírt kísérlet polietilén glikol (PEG) kezelésen alapult, ahol a 
mikroorganizmusok invaginációval jutottak be a különböz  növényi protoplasztokba (Davey 
és Cocking, 1972). A diazotróf partner a legtöbb esetben cianobaktérium volt. A várakozások 
ellenére azonban ez a módszer nem váltotta be a hozzá f zött reményeket, mert ugyan 
mikroszkóposan kimutatható volt a baktériumok jelenléte a protoplaszton belül, de csak 
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közvetlenül a kezelés után néhány óráig. A mai napig nem sikerült olyan növényt létrehozni, 
amely sejtjeiben stabilan tartalmazza a nitrogénköt  baktériumokat.  
Sikeres intracelluláris endoszimbiózis létrehozásáról mindössze két esetben számoltak 
be. Giles és Whitehead (1976) a mikorrhiza gomba Rhizopogon protoplasztjába építettek be 
sikerrel Azotobacter vinelandii-t. A fejl dött hifákban immunfluoreszcens technikával 
detektálták a bevitt Azotobacter L formáit, amelyeket kett s membrán vett körül. Itt 
acetilénredukciós aktivitást is mértek (Giles és Whitehead, 1977). Az egysejt  zöldalga 
Chlamydomonas reinhardtii sejtfalnélküli és arginin auxotróf mutánsai PEG indukció 
hatására vettek fel Azotobacter vinelandii sejteket invaginációval vagy az algasejtek 
fúziójával (Nghia és mti, 1987; Gyurján és mti, 1992). A fúziós hibridek már fejlesztettek 
sejtfalat és nem igényeltek kiegészít  argininforrást. Az alga-baktérium tenyészetek hosszú 
évek óta élnek együtt nitrogén- és szénforrás nélküli tápközegen, ez detektálható 
elektronmikroszkóppal és acetilénredukciós teszttel is. 
2.6.4.2.2 Intercelluláris endoszimbiózisok létrehozása a növényi  szöveten belüli 
baktérium megtelepítéssel (exocitobiózis) 
 Mivel a magasabbrend  növények esetében kudarcot vallottak a sejten belüli 
baktérium megtelepítési kísérletek, reálisabbá vált a sejtközötti terek meghódítása, azaz 
exocitobiotikus endoszimbiózisok létrehozása. A növényi szövetkultúrák és baktériumok 
kokultivációja, majd a növényregenerálás lehet vé teszi, hogy a nitrogénköt  baktériumok az 
egész növényben elterjedjenek. Az elmúlt két évtizedben több próbálkozás látott napvilágot 
különböz  növényi és diazotróf partnerek felhasználásával.  
Rhizobiumokkal inokuláltak pillangós (Holsten és mti, 1971) és nem pillangós növényi 
sejttenyészeteket, nevezetesen búza és repce kalluszt (Child, 1975) valamint dohány 
sejtszuszpenziót (Scowcroft és Gibson, 1975).  A baktériumok többnyire a fejl d  kalluszok 
felszínén és az intercellulárisokban helyezkedtek el, a pillangós szója esetében (Holsten és 
mti, 1971) bejutottak egyes sejtekbe, és ott úgy felszaporodtak, hogy teljesen kiszorították a 
citoplazmát. Nitrogenáz aktivitást általában csupán kezdetben tudtak mérni. Ezeknek a korai 
kísérleteknek azonban nem volt célja a növényregeneráció, csupán a Rhizobium-növény 
kapcsolatok jobb megismerését célozták.  
 Cianobaktériumokkal kokultivált kallusztenyészetek lassú ütemben, de növekedtek 
nitrogénmentes táptalajon több kísérletben is, így például ginzenggel együttnevelve (Gusev és 
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mti, 1980). Az egysejt  zöldalga Chlorella jelenléte késleltette a sárgarépa kallusz 
degradációját nitrogénmentes közegen (Bradley, 1980), míg az algaszuszpenzióval nem 
érintkez  kalluszrégiók gyorsan megbarnultak. Külön érdekessége ennek az asszociációnak, 
hogy nitrogénellátást egy eukariota szervezet, a Chlorella biztosítja. Yamada és Sakaguchi 
(1980) is izoláltak nitrogénköt Chlorella-t. Ezekben a kísérletekben sikerült kimutatni a 
cianobaktériumokat és a zöldalgákat a kalluszok sejtközötti járataiban, de nem tudtak növényt 
regenerálni. Gusev és mti (1986) viszont dohány-Anabena variabilis kevert tenyészetéb l 
organogenezissel képesek voltak hajtásokat regeneráltatni az intercelluláris tereiben a 
cianobaktériumokat tartalmazó kalluszból, de nem sikerült azokat meggyökeresíteni.  
 A mikroaerofil Azospirillum is sikerrel együttnevelhet  növényi szövetekkel. A 
növényi sejtek akkor is indukálnak nitrogenáz aktivitást, ha közvetlenül nem érintkeznek a 
baktériumokkal, csak a közelükben vannak (Child and Kurz, 1978). Az acetilénredukciós 
aktivitás embriogén sejtszuszpenzió lesz rt kondícionált táptalajával is kiváltható, bizonyítva 
ezzel, hogy az adott növények által kibocsátott metabolitok biztosítják a baktériumok 
szaporodását és m ködését (Pence és mti, 1982). Cukornád kallusz felszíni inokulálásakor az 
Azospirillumok 18 hónapon át biztosították a szövetek lassú növekedését nitrogénmentes 
körülmények közt, és végig meg rizték nitrogénfixációs képességüket (Vasil és mti, 1979). A 
baktériumok tömegesen a laza kalluszrégiók nagyméret  sejtközötti tereiben fordultak el , de 
itt a sejtek többsége elbarnult és elhalt. Hosszútávú együttélést a tömöttebb, kis 
intercellulárisokat tartalmazó kalluszrészeknél tapasztaltak, ahol az Azospirillumok nem 
tudtak tömeges mértékben felszaporodni. A regenerálódott hajtások azonban nem 
tartalmazták a baktériumokat (Berg és mti, 1979).  
 A szabadon él  aerob nitrogénköt  baktériumok közül Azotobacter vinelandii 
adenindeficiens vonalával végeztek kísérleteket. Az inokulált és szilárd táptalajra szélesztett 
sárgarépa szuszpenzió kallusz kolóniákat fejlesztett nitrogénmentes táptalajon, amelyek 
hosszútávon megtartották növekedésüket, és nitrogénfixációs aktivitást mutattak (Carlson és 
Chaleff, 1974, 1975). Ez a mesterséges együttélés kölcsönös egymásrautaltságon alapult: a 
sárgarépa szövet redukált nitrogént kapott az Azotobacterekt l, amelyek viszont auxotróf 
adeninigényük tekintetében a sárgarépára voltak utalva. Regenerációt azonban nem sikerült 
indukálni az intercellulárisaikban baktériumokat tartalmazó kalluszokból.  Ezt a kísérletet 
alapul véve sikerrel regeneráltak Azotobacter zettuovii - sárgarépa kokultivált 
sejtszuszpenziót, ahol mind a kalluszban, mind az embriogenezissel fejl dött növényekben ki 
tudták mutatni a nitrogénköt  partner jelenlétét mikroszkóposan és acetilénredukciós teszttel 
egyaránt (Varga és mti, 1994).  
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2.7   Mesterségesen létrehozott alga szimbiózisok 
Mióta tudják, hogy a zuzmó több él lényb l szervez dik össze, azóta próbálkoznak in 
vitro a partnerekb l zuzmótelepet reszintetizálni. Kevés lichenológusnak sikerült ezt elérnie 
és általában nem steril körülmények között. 1990 óta öt nemzetség fajainak telepeit bírták 
redifferenciálódásra (Yamamoto és mtsai. 1985, 2002). 
Watanabe és mti (2005) Chlorella sorokiana tenyészetb l izoláltak szimbionta 
baktérium és gombatörzseket. Ezek után az egyes partnerekkel külön – külön mesterségesen 
együtt tenyésztették az algát, megfigyelve, milyen kapcsolat jön létre közöttük. Önmagában 
egyik baktérium sem volt képes az alga szükségleteit kielégíteni, viszont két törzs kevert 
tenyészete az algával tenyésztve hosszú távon is sikeresnek bizonyult, amit a tenyészet 7 
hónap után is sötétzöld színe és stabil klorofill tartalma igazolt. Szintén C. sorokiana – t 
tenyésztettek együtt egy propionsav bontó baktériummal. Ebben a mesterséges asszociációban 
a Chlorella jól tolerálta a tápközeg magas propionsav koncentrációját is (Imase és mti, 2008) 
Szimbiózisban a partnerek új metabolikus képességekhez jutnak, azáltal, hogy fontos 
metabolikus utak kiegészítik egymást. Laboratóriumi körülmények között, nitrogén és 
szénforrás mentes környezetben az el bb említett metabolikus kapcsolat modellezhet . 
Partnerek lehetnek itt a szabadonél , aerob nitrogénköt  baktérium, az Azotobacter és az 
intenzíven fotoszintetizáló, egysejt  zöld alga, a Chlamydomonas (Korányi és mti, 1993., 
Gyurján és mti, 1995, 1992.). A fentiekben bemutatott, a Növényszervezettani Tanszéken 
létrehozott alga-baktérium modellrendszer már több éve m ködik. Fenntartását a partnerek 
által a közegbe kiválasztott molekulák biztosítják. A Chlamydomonas zöldalga sejtek nagy 
számú szénvegyületet választanak ki. Ilyenek például a különböz  cukrok, α-ketosavak, 
glikolsav, oxálsav és pirosz l sav (Allen 1956; Collins és Kalnins 1967; Vogel 1978).  A 
baktrérium a légkörb l megkötött nitrogént aminosavak formájában választja ki. Ezen kívül 
vitaminokat és növekedési hormonokat biztosít az alga partner számára (Gonzalez-Lopez és 
mti, 1983; Scott 1984; Revillas és mti, 2000).  
2.8   Génpuska és a génbelövéses módszer 
 A génpuskát ma már széles körben alkalmazzák növényi sejtekbe történ  génbevitel 
céljából. Az eljárást Sanford és mti (1988) alkalmazták el ször. Az módszer lényege, hogy a 
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DNS-t 1-2 μm átmér j  wolfram vagy arany részecskéhez rögzítik, majd e részecskéket nagy 
sebességre felgyorsítják. Amikor a hordozó részecskék eltalálják a célszövetet vagy sejteket, a 
rajtuk lév  DNS-t is bejuttatják a célszövetbe. A sejtek rendszerint túlélik a beavatkozást, 
osztódnak, és növény regenerálható bel lük. A módszert sikeresen alkalmazták olyan 
növényeknél, ahol Agrobacterium alapú génbevitelre nem volt lehet ség. Sikeres 
transzformációról számoltak be egyszik eknél, beleértve a gazdaságilag igen fontos búzát, 
rizst és kukoricát (Wan és Lemaux, 1994) kétszik eknél, gombáknál, algáknál (Kindle és mti, 
1989) és baktériumoknál. Állati sejteket és szöveteket is sikerült már transzformálni (Zelenin 
és mti, 1989). 
  Génbelövéshez gyakorlatilag bármilyen növényi inokulum felhasználható. Sikeresen 
transzformáltak embriogén sejtszuszpenziókat (Sahrawat és mti, 2003) és osztódó szöveteket, 
merisztémákat, és bel lük transzgénikus növényt sikerült regenerálni. Sikeresen juttattak be 
DNS molekulát éleszt  mitokondriumokba (Johnston és mti, 1988) és Chlamydomonas
kloroplasztiszba (Boynton és mti, 1988) e módszer alkalmazásával.   
 A génbelövéses eljárás el nye, hogy nem igényel hosszadalmas szövettenyésztési 
eljárást, elméletileg minden él  szervezetbe, sejtbe bejuttatható segítségével DNS molekula. 
A génpuskával él  baktériumok is bejuttathatók a növényi szövetekbe, és bel lük 
baktériumokat tartalmazó növény regenerálható. 
 Rasmussen és mti (1994) dohány és kukorica transzformálása során baktériumokat 
használtak mikrolövedékként. Ezeket az Escherichia coli és Agrobacterium tumefaciens
sejteket azonban el z leg fenollal kezelték, így a mikrolövedék elhalt baktériumokat 
tartalmazott. Hordozóként wolframot használtak. Kísérletük bizonyította, hogy biológiai 
részecskék alkalmasak nagy molekulasúlyú DNS célszövetbe történ  bejuttatására, továbbá a 
transzformációs folyamat egyszer bbé és gyorsabbá válik a DNS molekulák teljes tisztítása és 
izolálása nélkül.    
A Növényszervezettani Tanszéken kíséreltük meg el ször él  baktériumok direkt 
belövését növényi szövetekbe génpuska által, és bel lük sikerült növényt regenerálni. 
(Preininger és mti, 2001, 2003) 
2.9  Azotobacterek általános jellemzése 
Kísérleteink során az Azotobacteraceae családba tartozó diazotróf Azotobacter 
vinelandii törzzsel dolgoztunk. Az Azotobacter nemzetséget a századfordulón fedezték fel, 
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ekkor kezdték vizsgálni a növényekkel alkotott asszociációit, hogy azon növények számára is 
elérhet vé tegyék a szimbiózis nyújtotta el nyöket, amelyek a Rhizobiumokkal nem tudtak 
kapcsolatot létrehozni (Rodelas és mtsai., 1998). Szabadon él , Gram negatív baktériumok, 
melyek természetes körülmények között fellehet k a vizekben, talajokban, a növényi 
rhizoszférában és az üledékekben is (Palleroni, 1984). Kolóniáik a talajokban nyálkás burokba 
ágyazva fordulnak el . Aerob szervezetek lévén oxigén jelenlétében is képesek a légköri 
nitrogén megkötésére. A nitrogenáz az oxigén hatására irreverzibilisen károsodik. Az enzim 
védelmére szolgál a nyálkaréteg, a leghemoglobin, valamint a légzési és a konformációs 
védelem. A légzési védelem lényege, hogy a környezet magas oxigéntartalma miatt a légzési 
elektrontranszport egy alternatív, nagy oxigénfogyasztással járó, de kevés energiát termel
útra terel dik. A konformációs védelem során az enzim kapcsolódik egy speciális, Fe-S-
centrumot tartalmazó véd  fehérjével, ezáltal irreverzibilen inaktív formába kerül 
(Schlessman és mtsai., 1998). Mindez lehet vé teszi, hogy m köd képesek legyenek a 
növény fotoszintetizáló szöveteiben is.  
Szén- és energiaforrásként hasznosítani tudják a különböz  cukrokat, alkoholokat, 
szerves savakat valamint a talajban és a bomló növényi anyagokban megtalálható fenol 
jelleg  vegyületeket is. Aminosavak, vitaminok jelenlétét nem igénylik. Optimális 
növekedésükhöz általában semleges kémhatás szükséges (Rodelas és mtsai., 1998).  
Az Azotobacterek a növényi növekedést serkent  hatású anyagokat bocsátanak ki 
környezetükbe (Kennedy és mtsai., 2004, Rodelas és mtsai., 1998). Ezt a hatást nem csak 
nitrogén tartalmú vegyületek (aminosavak, szerves savak, vitaminok) okozzák, hanem az 
általuk termelt növényi hormonok, els sorban az auxinok is (Gonzales-Lopez és mti, 1991, 
Aquilanti és mtsai., 2004). Szén- és energiaraktározás céljából poli-β-hidroxi vajsavat (PHB) 
halmoznak fel sejtjeikben. Ezt a vegyületet számos más baktérium is raktározza 
kiegyensúlyozatlan tápanyag-ellátottság, csökkent nitrogén vagy foszfáttartalom vagy a 
szénforrás túlsúlya esetén (Bageshwar és mtsai., 1998, Dhanasekar és mtsai., 2002).  
Az Azotobacter nemzetség tagjai kedvez tlen körülmények között cisztákat képeznek, 
melyek a magas h mérsékletet kevésbé, de az UV sugárzást és a kiszáradást különösen jól 
t rik.. A ciszták küls  rétege f ként alginátot és lipopoliszacharidokat tartalmaz (Gaona és 
mtsai., 2004).  A fajokra jellemz , hogy ammónia jelenlétében nitrogenáz enzimük m ködése 
feed back gátlással teljesen leáll.  
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2.10   A növényregeneráció 
A növényi biotechnológia egyik nagy el nyét a szomatikus sejtekb l kiinduló 
növényregeneráció jelenti. A növényregenerálás során a dedifferenciálódott szomatikus 
sejtekb l hajtás vagy gyökér, illetve teljes növény fejl dhet. A folyamat két fejl dési 
útvonalon mehet végbe in vitro körülmények között: organogenezis és szomatikus 
embriogenezis által.  
Az izolált növényi részek in vitro tenyésztése a sejtkultúrákkal kezd dött. A növényi 
sejtek, szövetek mesterséges, laboratóriumi körülmények között való tenyésztését 1902-ben a 
német Haberlandt kezdte meg. Haberlandt már az 1900-as évek elején felvetette, hogy a 
növényi sejtek totipotensek, azaz minden sejtjükb l teljes növény regenerálható, valamint 
támogatta azt az elméletet, miszerint a növényi hormonok jelent s szerepet játszanak a 
sejtosztódás és egyedfejl dés során. Els ként White és Nobécourt figyelt meg véletlenszer
gyökér és hajtásdifferenciálódást a tenyésztett kalluszban a múlt század harmincas éveiben. 
Skoog és Miller (1957) felvetette, hogy összefüggés áll fenn a növekedési hormonok, az auxin 
és citokinin aránya és az organogenezis között. A dohány kallusszal végzett kísérletek azt 
mutatták, hogy a kallusztenyésztéshez szükséges optimális auxin-kinetin arány 
csökkentésével hajtásfejl dés, növelésével pedig gyökérfejl dés indukálható. Azóta több 100 
fajnál számoltak be szomatikus embriogenezissel, ill. organogenezissel végbemen
növényregenerációról.  
Hicks (1980) bizonyította, hogy az organogenezisnek két útja lehet in vitro, egyik 
esetben közvetve kalluszképz désen keresztül indul meg a morfogenezis, ill. közvetlenül, 
magukból a sejtekb l is elindulhat a folyamat. Chlyah (1974) Torenia  epidermiszsejteket 
vizsgálva megfigyelte, hogy a sejtosztódás egyedi sejtekben kezd dik, majd ez az aktivitás 
kiterjed a mellette lev  két-három sejtre. Ezek a centrális sejtek folytatják az osztódást, majd a 
perifériális sejtek is elkezdenek osztódni, de lassabban. Kialakul a merisztemoid vagy 
merisztematikus centrum. A merisztemoid kezdetben apoláros, kés bb polárossá válik, majd 
megjelennek a hajtás primordiumok a szövet felszínén. Az organogenezis során 
végeredményben egypólusú tenyész kúpok alakulnak, melyekb l hajtások vagy gyökerek 
fejl dnek. Az ellentétes pólus differenciálódását általában külön táptalajon kell indukálni. 
A kallusz egy heterogén, laza sejthalmaz. A merisztemoid kialakulása során a 
táptalajból egy irányban ható, grádienst létrehozó szignálokra reagáló sejtcsoportok 
elkülönülnek a többi sejtt l, és bennük a randomitás helyett a sejtek fokozatosan egy irányba 
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rendez dnek. Az elkülönül  sejtcsoportban intenzív osztódás zajlik, és a környez  hosszúkás 
kallusz sejtekhez képest a merisztemoidokban a sejtek izodiametrikusak és szorosan állnak. A 
polaritás el rehaladásával a tengely mentén megjelennek a tracheidák is. 
Az organogenezis egyik fontos metabolizmusa a keményít  akkumuláció, ami már a 
merisztemoid iniciáció el tt megfigyelhet  (Thorpe és Meier, 1972). Kés bb a keményít
lebomlik. Az organogenezis során a légzés nagymértékben emelkedik, a mi a nagy energia 
igényre utal. Az organogenezisben résztvev  sejtekben génexpressziós változás tapasztalható. 
Olyan polipeptidek képz dnek, amelyek nem találhatók meg a kallusz szövetekben, és 
leginkább az ún.  háztartási gének termékei (Bertrand-Garcia és mti, 1992).  
A szomatikus embriogenezis létezését Reinert (1958) valamint Steward és mti (1958) 
különálló sejtekb l fejl d  sárgarépa embriók teljes ontogenezisének vizsgálatával 
bizonyították. A 2,4-D megvonásával indukált sárgarépa embriogenezis els  lépéseként a  
kalluszban nem embriók, hanem az organogenezishez hasonló merisztematikus központok 
alakultak. A szomatikus embriogenezis ezeknek a merisztematikus központoknak a felületér l 
indult meg. Korábban vitát képezett, hogy egy vagy több sejtb l indul meg az embriogenezis. 
Ma az az általánosan elfogadott nézet, hogy az organogenezissel szemben egyetlen, 
kompetenssé vált, embrioid típusú sejtb l indul meg a folyamat (Toonen és mti, 1994). A 
táptalajba adagolt auxin (leginkább 2,4-D) szétválasztja a válaszadó, kompetens sejteket a 
többi kallusz sejtt l, és a hormon megvonásakor indul meg a szomatikus embriogenezis 
(Dudits és mti, 1991; Chen és mti, 1994). Ennek els  lépése egy inekvális osztódás, amely 
létrehozza a kétsejtes proembriót (Mansfield és Briarty, 1991). Következ  lépésben kialakul a 
háromsejtes T alakú, majd a nyolcsejtes proembrió. Az osztódások következtében megjelen
soksejtes gömbalakot a zigotikus embriogenezishez hasonlóan a szív- és torpedó stádiumok 
követik. A soksejtes gömbalakot követ en az embrió bipolárossá válik, a bazális oldalon a 
gyökércsúcs, az ellentétes oldalon pedig a sziklevelek jelennek meg. A gyökér és a hipokotil 
kezdemények megnyúlása eredményezi a torpedó struktúra megjelenését. A kialakult érett 
embrió a zigotikus embrióval ellentétben nem vonul nyugalomba, bel le hajtással és 
gyökérrel rendelkez  növény fejl dik.   
   Az embriogenezisben jelent s szerepet játszanak a növényi hormonok, els sorban az 
auxinok. Ahogy a korábbiakban említettük, az exogén 2,4-D a szomatikus embriogenezis 
induktora. Kés bb az embriók éréséhez csökkent auxinszint szükséges (Dudits és mti, 1991). 
Sahrawat és Chand (2004) árpa koleoptilból regeneráltattak növényeket. Kimutatták, hogy a 
NAA és BA mellett néhány aminosav, mint a triptofán és a glutamin is szomatikus 
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embriogenezist indukálhat.  Emellett különböz  szénhidrátok is szerepet játszhatnak az 
indukcióban. Laktóz, glükóz, galaktóz, glicerol és szorbitol hatását vizsgálva megállapították, 
hogy leginkább a glicerol segíti el  a növényregenerációt, de jó eredményeket értek el laktóz 
tartalmú táptalajon is (Kayim és Koc, 2006). 
Számos esetben alkalmazták sikerrel a thidiazuron vegyületet, melynek használatával 
a szomatikus embrio- és morfogenezis auxin igénye helyettesíthet  (Murthy et al. 1998). A 
thidiazuron egy szintetikus citokinin, mely a hajtásnövekedést segíti el . Növényi 
szövetkultúrákban lassú metabolizációja miatt folyamatos hormonellátást biztosít a 
regeneráció során. Singh és mti (2002) borsóban vizsgálták a thidiazuron hatását. Az alacsony 
koncentrációk mellett hajtások illetve leveles struktúrák fejl dtek. Magasabb koncentráció 
alkalmazása során szomatikus embriogenezist is megfigyeltek. Ezekb l a kultúrákból teljes 
növényeket sikerült regenerálni. 
Az organogenezis f leg a Cruciferae és a Compositae család tagjaira jellemz . A 
szomatikus embriogenezis f leg az Umbelliferae-re. A legjobban regenerálódóak közül a 
Solanaceae, Fabaceae és a Graminaceae családra mindkett  jellemz . 
2.11   A Chlamydomonas reinhardtii általános jellemzése   
A Chlamydomonas  egysejt  zöldalga elnevezése a görög eredet chlamys köpeny és 
monas egysejt szavakból ered (Harris, 2001). Morfológiai leírása a XIX. században 
kezd dött. Az els  genetikai tanulmányok a XX. sz. elején jelentek meg, 2003-ra pedig 
elkészült a teljes géntérkép (Kathir és mti, 2003). Különösen az organelláris genetika, 
nevezetesen a plasztiszgenetika területén került a kutatások homlokterébe. 
Els ként Pascher (1918) demonstrálta, hogy a Chlamydomonas faj alkalmas a 
genetikai vizsgálatokra, rámutatott a haploid rendszer el nyeire, melyben a meiozis összes 
utódsejtje kinyerhet  és analizálható. Franz Moewus (1938) az 1930-as években bemutatta, 
hogy mutánsok izolálhatók és jellemezhet k. Az eltelt id szakban nagyszámú mutánst 
állítottak el  UV- és röntgen besugárzással, valamint különböz  kémiai ágensekkel.  
A Chlamydomonas a fotoszintetikus kutatások kiváló objektuma, tenyészete 
fotoautotróf és heterotróf körülmények között egyaránt fenntartható. Ez utóbbi esetben a 
szénforrás acetát. A fotoszintetikus apparátus sötétben is kialakul. E két tulajdonsága miatt 
különböz , a fotoszintézisben és plasztiszszerkezetben defektes mutáns izolálható (Davies és 
Grossman, 1998).  Elmondható, hogy az elmúlt 50 évben ez az organizmus a molekuláris 
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biológia különböz  területeinek egyik legfontosabb modelljévé vált (Gutman és Niyogi, 
2004). 
A vad típusú C. reinhardtii sejt (1. ábra) tojásdad vagy gömb alakú, átlagosan 10 μm 
átmér j . Sejtfala hidroxiprolinban gazdag glikoproteineket tartalmaz, melyek hasonlítanak a 
növényi extenzinekre. Számos sejtfalhiányos mutáns törzset különítettek el. A sejtfal 
mutánsok széleskör en használhatók sejtfúziókra illetve DNS transzformációkra (Nghia és 
mti, 1987; Gyurján és mti, 1992). 
Két 10-12 μm hosszú pleuronematikus, izokont ostora van, melyek speciális gallér 
régión keresztül nyúlnak át a sejtfalon. A Chlamydomonas kezdett l fogva nagyon jó modell 
organizmus az ostor m ködésének és összeszerel désének vizsgálatára. Több olyan mutánst 
izoláltak, melyek az ostorok m ködésének különböz  rendellenességeit mutatják (Hastings és 
mti, 1965; McVittie, 1972). 
Egyetlen hatalmas, serleg alakú kloroplasztisza elfoglalja a sejt kétharmadát és részben 
körülveszi a haploid sejtmagot, amely 16 kromoszómát tartalmaz. A tilakoid membránok 
szervez dése jól elkülöníthet  szorosan összetapadó és különálló régiókból áll (Goodenough 
és Levine, 1969). Felmerül a kérdés, hogy a Chlamydomonas kloroplasztiszainak 
keresztmetszeti képén gránumoknak látszó membránkötegeket nevezhetjük-e ténylegesen 
gránumoknak, vagy csak szorosan tapadó („stacking”, vagy „appressed”) membránoknak. A 
szakirodalomban ez is, az is el fordul, bár a szerz k inkább óvakodnak a gránum kifejezést l. 
Anderson (1999) magyarázata szerint a Chlamydomonas tilakoidjai nagyon szabálytalanul 
kapcsolódnak össze és válnak szét egymástól, míg a Characeae családba tartozó legfejlettebb 
zöldalgák gránum szerkezete már nem különböztethet  meg a magasabbrend  növényekét l, 
ezért  csak a Chara-félék esetében alkalmazza a gránum kifejezést. Goodenough és Levine 
(1969) részletesen foglalkoztak ezzel a problémával. Szerintük a Chlamydomonas
membránkapcsolatai jelent s mértékben különböznek a magasabbrend  növények egyforma 
gránumjaitól, melyekben sok tilakoid tapad össze szorosan rövid szakaszokon. Ezzel szemben 
a Chlamydomonas plasztiszaiban változó a kapcsolódó tilakoidok száma, lehet 2-10 is. Ezek 
hossza meglehet sen kiterjedt. Az összetapadt részek mérete nem állandó hosszabb távon, egy 
4 lamellás régió rövid táv után kettéválhat, egyik feléhez hamarosan kapcsolódhat egy 
harmadik, másik része fuzionálhat újra két, már eleve összetapadt lamellával stb.  
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1. ábra Chlamydomonas reinhardtii. (BB= bazális test, Chl= kloroplasztisz,  Cv= kontraktilis 
vakuolum, Cw= sejtfal, Er= endoplazmatikus retikulum, Es= szemfolt, F= ostor, G= Golgi-
apparátus, L= lipid test, Mi= mitokondrium, N= sejtmag, No= sejtmagvacska, P= pirenoid 
test, r = riboszómák, s= keményít  szemcse, v= vakuolum; Harris, 2001)  
A kloroplasztisz lamellák közé beékel dve pirenoid testek fordulnak el , melyek körül 
keményít szemcsék helyezkednek el (Lopez-Ruiz és mti, 1985). A pirenoid test megléte, 
hiánya, száma és elhelyezkedése fontos faji bélyeg a hagyományos taxonómiában. Schötz és 
mti (1972) szerint a Chlamydomonas sejtben 10-15 mitokondrium található. 
A szemfolt narancssárgának látszik fénymikroszkópban, mely magas karotinoid 
tartalmának köszönhet . Elektronmikroszkópos felvételeken elektrondenz régióként jelenik 
meg a kloroplasztisz membránja alatt a sejt középvonalában. A karotinoid tartalmú 
granulumokat retinalköt  rodopszin homológként (chlamyopsin) azonosították (Deininger és 
mti, 2000). A szemfolt feladata az „úszó” sejt orientációja a fény irányába (fototaxis). 
A sejtek osztódásában, a sejciklus szabályozásában a kék fény fontos szerepet játszik 
(Voigt és Münzer, 1994). A fény és sötét periódusok váltakozásával a sejtosztódás 
szinkronizálható (Chiang és mti, 1970). A fény kapcsolatban áll a szexuális ciklussal is, a kék 
fény fotoreceptorok részt vesznek a gametogenezis szabályozásában (Hermann és mti, 1999). 
A Chlamydomonas általában ivartalanul szaporodik, de ivaros szaporodásra is képes. 
Az ivari jelleg (mating típus) a nukleáris genomban kódolt. A mating típusok kialakulásáért 
(Ferris és mti, 2002; Lin és Goodenough, 2007) és a fúzióért felel s gének már ismertek 
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(Ferris és mti, 2005). Kedvez tlen környezeti tényez k, els sorban nitrogénhiány hatására 
különböz  mating típusú (G+ és G-) gamétává alakulnak. Míg morfológiailag a gaméták alig 
különböznek a vegetatív sejtekt l, biokémiai sajátságuk tekintetében az eltérések már 
jelent sek. A gametogenezis 16-18. órájában a citoplazma és a kloroplasztisz riboszómák 
jelent s degradációja figyelhet  meg (Siersma és Chiang, 1971). A gaméták fúzionálnak és 
kialakul a diploid zigóta. Cavalier-Smith (1975) egy érdekes, új organellumot figyelt meg 
mindkét mating típusú gamétánál összekeverés után, de legalábbis az mt+ típusúnál, és ezt 
gamoszómának nevezte el. A gamoszóma tulajdonképpen egy kopulációs tubus, ami a 
gaméták között kialakul, ez kés bb kiszélesedik a gaméták összeolvadása folyamán. Azt is 
megfigyelte, hogy a gaméta képz dés során az eltér  mating típusok összekeverése után 
lízissel részlegesen lebomlik a sejtfal. Fény és nitrogén jelenlétében a diploid zigóta 
meiotikusan osztódik, és négy haploid leánysejt keletkezik (2. ábra).  
Napjainkban a Chlamydomonassal végzett kutatások nagy részét a molekuláris 
biológia területén végzik, ezért a gametogenezis genetikai hátterér l egyre több információval 
rendelkezünk.  
2. ábra Chlamyomonas reinhardtii életciklusa. A kétféle mating típusú haploid sejtek (mt+ és 
mt-) mitotikusan osztódnak. Nitrogén hiány hatására (-N) gamétákká differenciálódnak (G+ és 
G-). A különböz  mating típusú gaméták a flagellumok területén összekapcsolódnak. A két 
sejt fúzionál és egy két sejtmagot és négy ostort tartalmazó sejt jön létre, ez a prozigóta 
(„quadriflagellated cell”= QFC). Kés bb a magok is összeolvadnak, az ostorok lebomlanak és
kialakul a zigóta (Z). A magok fúzióját a plasztiszok fúziója is követi. A zigóta nitrogén 
tartalmú közegen (+N) meiozison megy keresztül, mely  négy haploid vegetatív sejtet 
eredményez. A négyostoros prozigótákból (QFC) meiozis nélkül vegetatív +/- diploidok is 
kialakulhatnak (Goodenough és mti, 2007).
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A legtöbb vad típusú C. reinhardtii képes asszimilálni a nitrogént nitrát, nitrit, 
ammónium és egyéb kis molekulák, pl. urea, acetamid stb. formájában (Sager és Granick, 
1953; Cain, 1965; Gresshoff, 1981; Pineda és mti, 1984).  
 A nitrogén jelenléte vagy hiánya alapvet en meghatározza a sejt felépítését és 
m ködését. Nitrogén hiányában jellemz  a kloroplasztisz morfológiai megváltozása, a 
plasztiszban a keményít  és a lipid akkumulációja (Cavalier-Smith, 1975; Martin és 
Goodenough, 1975). A nitrogén elvonás egyenes következménye a sejt protein- és klorofill 
tartalmának, valamint az organelláris DNS és RNS szintjének csökkenése (Kates és Jones, 
1964). Ez utóbbiak már nem szükségszer  velejárói a gametogenezisnek. A nitrogénelvonás 
finom beállításával lehet ség nyílhat olyan klorotikus sejtek létrehozására is, melyek nem 
mennek keresztül gametogenezisen, és a fotoszintetikus apparátus különböz  szinten 
jelentkez  szétesése képezi a legfontosabb történéseket.  
2.12   A nitrogénhiány hatása a növények fotoszintézisére 
A nitrogénellátottság a növény fejl désének egyik f  tényez je. A nitrogén, mint a 
klorofill molekula valamint a struktúr- és enzimfehérjék alkotóeleme, nélkülözhetetlen az 
aktív fotoszintézis és a szénhidrát termelés fenntartásához (Peoples és mti, 1980). 
Nitrogénhiányos környezetben a levelek sejtszáma (Lawlor és mti, 1989) és a fotoszintézis 
mértéke jelent sen lecsökken (Meinzer és Zhu, 1998). A nitrogénhiány csökkenti a CO2
megkötés képességét (Terashima és Evans, 1988). Fluoreszcencia indukciós mérések alapján 
befolyásolja a PSII aktivitását is (Verhoeven és mti, 1997). Klorofilltartalomra számítva n  a 
PS II aktivitása, míg a PSI-é alig változik. Ez valószín leg annak tulajdonítható, hogy a 
reakciócentrumok mennyisége nem változik, az antennák mennyisége viszont lecsökken 
(Baszynski és mti, 1975). Csökken a klorofill és a karotinoid tartalom valamint a klorofill a/b 
arány (Lichtentaler, 1973; Sundqvist és mti, 1980) és ennek megfelel en a nettó fotoszintézis 
mértéke is (Lawrol és mti, 1989). 
Nitrogéndeficiens Lemna növényekben a fotoszintetikus fehérjék degradálódnak és 
szintézisük is gátolt. Ez vonatkozik az LHC I és LHC II proteinekre is (Rhiel és mti, 1986). 
Ultrastrukturális szinten megváltozik a kloroplasztiszok egyébként megnyúlt alakja, és inkább 
kerekdeddé válik (Doncheva és mti, 2001), a hossza ilyen módon felére csökken (Tevini, 
1971). Csökken a tilakoid membránok mennyisége, és ezzel párhuzamosan megn  a 
plasztokinont tartalmazó (Lichtentaler és Weinert, 1970) plasztoglobulusok mérete (Kutik és 
mti, 1995). A gránum szerkezete fellazul, a normális esetben szorosan kapcsolódó tilakoidok 
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helyenként elválnak egymástól, esetenként megduzzadnak és a kloroplasztisz szélére 
tolódnak. Közben folyamatosan csökken a tilakoidok száma (Doncheva és mti, 2001). Végül a 
gránum szerkezet szétesik (Biswal és Biswal, 1988).  
A plasztoglobulusok felhalmozódása a sztrómában gyakran együtt jár a tilakoid 
membránok elégtelen fejl désével (Tevini és Steinmüller, 1985). Úgy gondolják, hogy a 
nitrogénhiányos növények plasztiszaiban a plasztoglobulusok a degradálódott tilakoid 
membránok hidrofób komponenseinek maradványaiból összeálló lipidcseppek (Biswal és 
Biswal, 1988). A nitrogénéheztetés hatására megnövekedett plasztoglobulus mennyiség tehát 
több lipid tárolását jelenti (Kutik és mti, 1993). 
A tilakoidok lebomlása során az ket 80%-ban felépít  galaktolipidek azonban nem 
akkumulálódnak a plasztoglobulusokban, mint a lebomlás során keletkez  más lipidek (Tevini 
és Steinmüller, 1985). Ezek valószín leg, mint szén- és energiaforrás használódnak fel 
(Matile, 1992). 
Plasztoglobulusok nem csupán a plasztiszon belül, hanem a citoplazmában is 
felhalmozódnak (Hudak, 1981). Sokáig azt gondolták, hogy ezek a lipidtestek a plasztiszon 
kívüli membránokból erednek. Guiaimét és mti (1999) azonban kimutatták, hogy az öreged
kloroplasztiszokból származnak, mégpedig úgy, hogy átnyomódnak a küls
határolómembránon. Másrészt plasztoglobulusok tartalmaznak klorofill lebomlási termékeket 
is, ami plasztisz eredetüket bizonyítja. Kialakulásuk pontos mechanizmusa azonban még nem 
ismert. 
A plasztoglobulusokon kívül a felhalmozott keményít  mennyisége is megn  a 
sztrómában nitrogénhiány hatására (Lichtentaler és Weinert, 1970). A keményít
felhalmozódást okozhatja az, hogy több fotoszintézis termék keletkezik, mint amennyi el tud 
szállítódni. A csökkent ütem  kivonás szacharóz felhalmozódáshoz vezet és ez a szacharóz 
szintéziséért felel s enzimekre gyakorolt gátló hatás által el segíti az újonnan megkötött szén 
keményít vé alakítását (Carmak és mti, 1994). A nitrogénhiányos levelekben csökken ugyan 
a széndioxid fixáció, de a szacharóz elszállítódás még inkább gátolt. Valószín leg a 
keményít  felhamozódása további plasztisz szerkezeti rendellenességhez vezet.  
A nitrogénhiány hatására kialakult plasztiszszerkezet egyértelm en 
gerontoplasztisznak tekinthet . 
2.12.1   A gerontoplasztisz 
30
El ször Sitte (1977) alkalmazta a gerontoplasztisz kifejezést. Természetes módon a 
levelek szeneszcenciája idézi el , amikor egyes elemek, leginkább a nitrogén, kivonódnak az 
id sebb levelekb l és a hajtáscsúcs irányába, a fejl d  magokba vagy fiatal levelekbe 
vándorolnak. Ilyenkor ezek a szeneszcens levelek kisárgulnak, sejtjeikben a kloroplasztiszok 
gerontoplasztiszokká alakulnak át, és közben az el bbiekben említett degradációs folyamatok 
játszódnak le. Gerontoplasztisz kizárólag kloroplasztiszból alakulhat ki. A szeneszcencia 
folyamán a kloroplasztisz az az organellum, ami els ként mutat degradációs jeleket, de 
utolsónak marad életben, amikor a többi organellum már lebomlott (Smart, 1994). A 
gerontoplasztisz nem elhalt plasztisz, hiszen életképes fehérjeszintetizáló rendszere megmarad 
és küls  membránja is megtartja szelektív transzport kapacitását (Kawakami és Watanabe, 
1993). A legfontosabb bizonyíték arra, hogy nem holt organellum az, hogy képes 
visszaalakulni kloroplasztisszá a szeneszcens levél visszazöldítésekor (Biswal és mti, 1983; 
Smart, 1994). Visszaalakulása során megmarad néhány gerontoplasztiszra utaló 
jellegzetessége, így például a plasztoglobulusok jelenléte, ami arra utal, hogy nem 
proplasztiszból alakult ki. A visszaalakulás is egy programozott folyamat, és így a 
gerontoplasztisz is megtartja genetikai potenciálját a sejtmaggal való együttm ködésre, ahogy 
ez más plasztisztípusoknál is megfigyelhet .  
A szeneszcens levelek sárgulásának oka, hogy sejtjeikben a kloroplasztiszok 
gerontoplasztiszokká történ  átalakulása közben a tilakoidokban a pigmentek és proteinek 
mennyisége egymással párhuzamosan és folyamatosan csökken. Bár a proteinek és a 
klorofillok degradációja a karotinoidokéhoz képest gyorsabb, mindhárom komponens 
mennyiségi csökkenésének a kinetikája közel egyforma, ami a lebomlásuk koordinált 
szabályozására utal (Biswal 1995; 1997).
A kloroplasztisz gerontoplasztisszá alakulása során jelent s ultrastrukturális 
változások figyelhet k meg, meghatározott lépések folyamatában. El ször a 
gránumtilakoidok elválnak egymástól és megn  az intratilakoid tér. Laza, megnyúlt lamellák 
keletkeznek (Matile, 1992). A lamellák további degradációjával párhuzamosan a 
plasztoglobulusok száma, aránya n  (Smart, 1994). A plasztoglobulusok nem csak a 
plasztiszban halmozódnak fel, hanem kijutnak a citoplazmába is (Hudak, 1981). A 
gerontoplasztiszban felhalmozódó plasztoglobulusok tartalmaznak tilakoid bomlási 
termékeket, mint pl fitolt a klorofillból, karotinoid észtereket, szabad karotinoidokat és 
xantofillokat (Steinmüller és Tevini, 1985; Biswal és Biswal, 1988). 
A karotinoidok segíthetnek meg rizni a reziduális LHC stabilitását. A violaxantin és a 
lutein szerkezeti stabilitást biztosítanak a maradék tilakoid komplexeknek (Deo és Biswal, 
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2001). A plasztoglobulusok a lipidvegyületeken (karotinoidok, plasztokinon, tokoferol) (Vidi 
és mti, 2006) kívül számos fehérjét is tartalmaznak (Kessler és mti, 1999; Ytterberg és mti, 
2006). A plasztoglobulusokat ún. félmembrán (Kessler és mti, 1999) veszi körül. 
Keletkezésük során a gránumtilakoidok kanyarulataiban elválik egymástól a kett s 
lipidréteg, és közéjük halmozódnak fel a plasztoglobulus tárolt anyagai. Az is kiderült, hogy a 
félmembránnal körülvett plasztoglobulusok ilyenformán együtt maradva, egymással is és a 
tilakoidokkal is egy folyamatos láncolatot alkotnak (Austin és mti, 2006). 
2.13   A nitrogénhiány okozta „kisárgulás” egysejt  algáknál  
2.13.1   A pigmenttartalom változása  
A növényekhez hasonló folyamatok játszódnak le az algáknál nitrogénhiányos 
környezetben. Grimme és Porra (1974) nitrogénmentes (de szerves szénforrás tartalmú) 
közegen, fényen tartva Chlorella tenyészetet, megállapították, hogy a 4-6 hetes sárgítás 
következtében a klorofilltartalom a normális zöld sejtekhez képest 1%-ra csökkent. 
Fotoszintetikus oxigénfejl dést egyáltalán nem tudtak detektálni. Mayer és Czygan (1969) 
valamint Guerin-Dumartrai (1970) vizsgálatai is a klorofilltartalom csökkenését támasztják 
alá. A teljesen kisárgult sejtek esetében a klorofill a/b arány Guerin-Dumartrait és mti (1970) 
szerint 1,6, ami hasonlít Grimme és Porra (1974) eredményeihez. Nitrogénszegény 
környezetben a Chlamydomonas sejtek klorofilltartalma nagy mértékben lecsökkent, a kontrol 
értékének csupán 33%-át éri el, f leg az LHC II pigmentjei degradálódtak (Plumley és 
Schmidt, 1989). A klorofill-b tartalom redukciója a legszembet n bb. Az egyedülálló 
acidotermofil mikroalga Galdieria sulphuraria esetében el ször a fikobiliproteinek 
degradálódtak, majd a klorofill és karotinoid tartalom csökkent le nyomnyi mennyiségre 
(Sinetova és mti, 2006).  
2.13.2   Pigment-protein komplexek arányainak változása 
A zöldalgák és az edényes növények 77K fluoreszcencia emissziós spektrumában 
általában három f  sáv található: 685, 695 és 710-735 nm-nél (Murata és mti, 1966). A két 
rövidebb hullámhosszú sáv nagyrészt a PSII pigmentjeinek, a hosszú hullámhosszú pedig a 
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PSI klorofill komplexeinek fluoreszcenciája miatt jelenik meg. A Chlamydomonas vad 
típusának fluoreszcencia emissziós spektruma a 3. ábrán látható. A 685 és 695 nm-es sávok 
maximuma konstans a fajok többségében, míg a PSI fluoreszcencia emissziós maximuma 
variál a fajok között. Nitrogénhiányos Chlamydomonas sejtekben a 685 nm-nél rövidebb 
hullámhossznál megjelen  fluoreszcencia emisszió általában a reakciócentrumoktól 
disszociált LHCII-nek tulajdonítható. Ezt igazolja a 77 K fluoreszcencia emissziós 
spektrumban egy 678 nm-es nagy váll megjelenése is (Plumley és Schmidt, 1989). A 
fluoreszcencia emissziós spektrumok jól mutatják a klorofill-b alacsony szintjét. 
  
3. ábra Chlamydomonas reinhardtii vad típusának (WT) 77K flureszcencia emissziós spektruma 
(WT – lila szín  spektrum) (Ossenbühl és mti, 2004) 
2.13.3   Ultrastrukturális változások 
A nitrogénhiány hatására  a kloroplasztisz ultrastruktúrája is átalakul. Chlorella-nál 
figyelték meg, hogy a tilakoidok jelent sen degradálódnak (Guerin-Dumartrait és mti, 1970) 
és plasztiszonkénti számuk is lecsökken, bár még 35 nap sárgítás után sem t nnek el teljesen 
(Mayer és Czygan, 1969; Oshio és Hase, 1972). Chlamydomonas sejtekben is tapasztalták a 
tilakoidok mennyiségének csökkenését és a kapcsolódások redukcióját (Martin és 
Goodenough, 1975). 
A 4-6 hét alatt teljesen kisárgult Chlorella sejtekben a plasztiszok nagy részét ozmiofil 
anyag tölti ki (Pyliotis és Goodchild, 1975), ennek jelent s része raktározott lipid. Nitrogén 
33
deficiens közegen tartott algák lipid felhalmozását többen is kimutatták (Klyachko-Gurvich és 
mti, 1969). Mayer és Czygan (1969) vizsgálatai szerint, míg a lipid vakuolumok aránya 
növekszik, a plasztoglobulusok számában és strukturájában nem figyelhet  meg változás. 
Oshio és Hase (1972) a plasztoglobulusok számának növekedésér l számolt be. Pohl és mti. 
(1970) szerint a raktározott lipid összetételét befolyásolja a közegben lév  ammónia ill. nitrát 
mennyisége. Alacsony nitrogéntartalom esetén palmitinsav és olajsav, magas nitrogénszintnél 
f ként többszörösen telítetlen zsírsavak szintetizálódnak. A sztrómában nagy méret
keményít  szemcsék is találhatók, err l Zhukova és mti (1969) valamint Guerin-Dumartrait és 
mti (1970) számoltak be. Az acidotermofil Galdieria sulphuraria nitrogénéheztetése során is 
felhalmozódnak raktározott anyagok (Sinetova és mti, 2006). Lipid- és keményít
akkumulációja figyelhet  meg nitrogén deficiens Chlamydomonas plasztiszában is (Cavalier-
Smith, 1975; Martin és Goodenough, 1975). Érdekes megjegyezni, hogy széls séges 
h mérséklet és az öregedés folyamata szintén jelent s lipid- és szénhidrát felhalmozódáshoz 
vezethet az alga sejtekben (McLean, 1968).  
Pyliotis és Goodchild (1975) a magasabbrend  növények etioplasztiszaira jellemz
prolamelláris testhez hasonló membrán aggregációt figyelt meg nitrogénhiányos Chlorella
esetében. 
  Egyes szerz k megfigyelései szerint a nitrogénhiány a sejtfalat is érinti. Pyliotis és 
Goodchild (1975) nitrogénmentes közegen tartva a Chlorella tenyészetet, azt tapasztalta, hogy 
a sejtek közel 80%-a többréteg  sejtfalat fejlesztett. Megfigyeléseik szerint általában 2-5 
réteg  volt a sejtfal, de nem tudtak magyarázatot adni e szokatlan jelenségre. Ezzel 
ellentétben a sejtfal elvékonyodásáról számoltak be az acidotermofil Galdieria sulphuraria
nitrogénéheztetése során (Sinetova és mti, 2006). Nitrogénéheztetés hatására az alga sejtek 
osztódóképességüket is elveszítik (Guérin-Dumartrait és mti., 1970; Sinetova és mti, 2006). 
 Többféle algát összehasonlítva, levonható az a következtetés, hogy a nitrogénhiány 
okozta stresszre adott válasz hasonló minden esetben: gátlódik a sejtosztódás, degradálódik a 
fotoszintetikus apparátus és a raktározott anyagok felhalmozása fokozódik (Sinetova és mti, 
2006). 
Hasonló változások mennek végbe a magasabbrend  növények plasztiszszerkezetében 
a szeneszcencia folyamán, amikor a kloroplasztisz gerontoplasztisszá alakul (Shihira és Hase, 
1964; Tevini és Steinmüller, 1985), ezért a nitrogénhiány hatására kialakult plasztisztípust az 
algáknál is nevezhetjük gerontoplasztisznak.   
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2.14   A nitrogén visszapótlás hatása („visszazöldítés” folyamata) 
2.14.1   A visszazöldülés folyamata magasabbrend  növényeknél 
Régóta ismert tény, hogy egyetlen szeneszcens levél kivételével eltávolítva 
valamennyi levelet és rügyet, visszazöldíthet  a kisárgult levél (Mothes és Baudisch, 1958). A 
visszazöldülés folyamatát az utóbbi években úgy vizsgálják, hogy a szeneszcens levél felett 
dekapitálják a szárat (Zavaleta-Mancela és mti, 1999a). A visszazöldülésben, a fotoszintetikus 
kapacitás visszanyerésében óriási szerepe van a citokininnek, ezt több növényfajnál igazolták 
(Venkatarayappa és mti, 1984, Marek és Stewart, 1992). Az endogén citokinin felhalmozódik 
a dekapitált növény leveleiben (Wang és mti, 1977). A gerontoplasztisz kloroplasztisszá való 
visszaalakulását nagymértékben befolyásolja az egész levél fiziológiai állapota. A 
szeneszcens levél sokkal érzékenyebbé válik a mikrobiális fert zésekre és a szabadgyökökre. 
Ez gondot okozhat a gerontoplasztiszban tárolt metabolitok hasznosításában. A szeneszcens 
levelekben ezért hatékony védekez  mechanizmus alakul ki, ami megnövekedett kataláz és 
egyéb patogén támadás elleni gének expressziójának növekedésével igazolható (Dangl és mti, 
2000). 
 Dekapitált Nicotiana rustica hajtás esetében a visszazöldülés a sejtmegnyúlásnak 
köszönhet en a levél vastagodását eredményezi. A visszaalakult kloroplasztiszok 
felismerhet en gerontoplasztiszból differenciálódnak, a plasztoglobulusok és a 
keményít szemcsék igazolják ezt, melyek a visszazöldült levelek kloroplasztiszaiban ugyan 
jóval kisebb mértékben, de megmaradnak. Természetesen a kloroplasztiszra jellemz  tilakoid- 
és gránumszerkezet kialakul. A visszazöldült levelekben nem található sem proplasztisz, sem 
osztódó kloroplasztisz. A szeneszcens levelekben lecsökken a plasztiszok mérete és száma, ez 
nem n  meg újra a visszazöldülés folyamán. A fenti tények igazolják, hogy a visszazöldített 
levelekben a kloroplasztiszok mindenképpen a gerontoplasztiszok redifferenciálódásával 
alakulnak ki, nem pedig újonnan proplasztiszokból (Zavaleta-Mancela és mti, 1999b). 
2.14.2   A visszazöldülés folyamata algáknál 
 Visszazöldítés alatt algák esetében a nitrogénhiányos vagy nitrogénmentes táptalajon 
rövidebb-hosszabb ideig történ  nevelés után újra normál nitrogéntartalmú közegre való 
visszahelyezését kell érteni.  
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 A nemzetközi szakirodalomban sokkal kevesebbet foglalkoztak az algák 
visszazöldítésével, mint a nitrogénhiányos környezetben történ  kisárgításával illetve 
gamétaképzésével. A fellelhet  adatok zöme Chlorella-ra vonatkozik. 
Nitrogén jelenlétében szinte azonnal elindul a klorofill szintézise (Mayer és Czygan, 
1969), és a visszazöldülés 24 óra alatt végbemegy. A folyamat során a kezdeti nagyon 
alacsony, 1,8 klorofill a/b arány megn  3,3-ra, ami intenzív klorofill szintézisre utal (Grimme 
és Porra, 1974). Chlamydomonas esetében hirtelen megn  a nitrogén-  illetve szabad 
aminosav tartalom. Megindul a fehérjeszintézis és ezzel párhuzamosan ⎯ a Chlorellával 
ellentétben ⎯ a klorofill a/b arány csökken, ami az LHC II gyarapodására utal, jóllehet az 
apoproteinjei kés bb szintetizálódnak (Plumley és Schmidt, 1989). A nitrogénéheztetés során 
felhalmozódott másodlagos karotinoidok (astaxantin-szer ) fokozatosan lebomlanak (Mayer 
és Czygan, 1969). 
Nitrogéntartalmú közegre helyezve a kisárgult Chlorella tenyészetet, 4 óra múlva 
mérhet  fotoszintetikus oxigénfejl dés, a 4. és 6. óra között pedig kifejezetten jelent s 
növekedés mutatható ki, és 16 óra alatt eléri a maximumot.  A légzési aktivitás végig magas 
(Grimme és Porra, 1974). 
A kloroplasztisz strukturális változásának plasztikusságával többen foglalkoztak 
Chlorella-nál (Oh-Hama és mti, 1965; Guerin-Dumartrait és mti, 1970). Újra nitrogéntartalmú 
közegre helyezve a kisárgult tenyészetet, elindul a tilakoidok szintézise (Mayer és Czygan, 
1969). A lamellák rövid id  után fúzionálnak és kötegel dnek (Pyliotis és Goodchild, 1975). 
A plasztiszokban a lamellák elérik a Chlorella-ra jellemz  (Reger és Krauss, 1970) normál 
gránumszer  struktúrát. 
A visszazöldítés 6. órájában megfigyelhet , hogy a lipid cseppek által elfoglalt 
területek aránya csökken, a keményít  mennyisége azonban változatlan marad. 24 óra után 
további lipid csökkenés figyelhet  meg, a keményít tartalom továbbra is változatlan. (Pyliotis 
és Goodchild, 1975). Végül elt nnek a lipidvakuólumok (Mayer és Czygan, 1969). 
 A nitrogénéheztetés hatására osztódóképességüket is elveszített sejtek újra 
osztódóképessé válnak (Guérin-Dumartrait és mti., 1970). 
Végs  soron a visszazöldítés folyamata során a kisárgult algák visszanyerik eredeti 
zöld színüket, miközben újraszervez dik fotoszintetikus apparátusuk, visszaépülnek a 
tilakoidok és a növényeknél leírt gerontoplasztiszokból újra kloroplasztiszok alakulnak ki.   
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3. CÉLKIT ZÉSEK 
Munkánk során két különböz , mesterségesen létrehozott nitrogéköt  asszociációval 
dolgoztunk. Mindkét rendszerben a nitrogénköt  partner az Azotobacter vinelandii. Az egyik 
egy kéttagú asszociáció, ahol a növényi partner egy magasabbrend  növény, a szamóca. A 
másik egy hármas szimbiózis, melyben a baktériumon kívül egysejt  zöldalga 
(Chlamydomonas), mint növényi partner és gomba (Alternaria) van jelen. 
A magasabbrend  növényekkel létrehozott asszociációk vizsgálata során azonban 
számos probléma merül fel. A baktériumokat a szöveteikben hordozó növények in vitro
tenyészetei nem tarhatók fenn teljesen nitrogénmentes tápközegen, ezért nehezen kimutatható, 
mennyi nitrogénforrást szolgáltat a növény számára baktériumpartnere. A két szervezet által 
egymás anyagcseréjére gyakorolt hatás vizsgálata szintén nehézségekbe ütközik. Ezért a 
Tanszéken már korábban létrehozott egysejt  modell rendszerrel is végeztünk vizsgálatokat. 
Munkánk f  feladatául így egyrészt szamóca (Fragaria x ananassa) – nitrogénköt
Azotobacter asszociációk mesterséges létrehozását és vizsgálatát, valamint a Tanszéken 
korábban létrehozott Chlamydomonas reinhardtii – Azotobacter vinelandii – Alternaria
szimbiózis vizsgálatát jelöltük meg. Ennek érdekében az alábbi célokat t ztük ki: 
I.  Szamóca – Azotobacter asszociáció vizsgálata során
1. gfp gént tartalmazó Azotobacter vinelandii sejtek belövése génpuskával szamóca in 
vitro leveleibe és regenerálódó hajtáscsúcsaiba 
2. A bel tt inokulumokból történ  növényregeneráció módjának lépésr l lépésre történ
megfigyelése scanning elektronmikroszkópiával  
3. A gfp gént tartalmazó baktériumok sorsának nyomon követése a belövés után a 
regenerálódó növényekben, különböz  módszerekkel: 
- fluoreszcens mikroszkóppal 
- laser scanning mikroszkóppal 
- scanning elektron mikroszkóppal 
II. Chlamydomonas – Azotobacter – Alternaria szimbiózis vizsgálata során:
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1. Chlamydomonas reinhardtii degradációjának vizsgálata nitrogén megvonás hatására  
- klorofill tartalom meghatározása 
- a pigmentek emissziós spektrumának meghatározása 
- légzés intenzitás és fotoszintetikus aktivitás (oxigéntermelés) mérése 
- transzmissziós elektronmikroszkópos vizsgálatok 
2. Chlamydomonas reinhardtii sejtek regenerációjának vizsgálata nitrogén visszapótlás 
hatására 
- klorofill tartalom meghatározása 
- a pigmentek emissziós spektrumának meghatározása 
- légzés intenzitás és fotoszintetikus aktivitás (oxigéntermelés) mérése 
- transzmissziós elektronmikroszkópos vizsgálatok 
3. A hármas asszociáció fotoszintetikus paramétereinek vizsgálata 
- klorofill tartalom meghatározása 
- a pigmentek emissziós spektrumának meghatározása 
- légzés intenzitás és fotoszintetikus aktivitás (oxigéntermelés) mérése 
4. A hármas asszociáció vizsgálata transzmissziós elektron mikroszkóppal 
5. A szimbiózis partnerek által kibocsátott aminosavak meghatározása 
6. A szimbiózis partnerek jelenlétének kimutatása PCR technikával 
7. A gomba partner azonosítása DNS szekvenálással 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK  
4.1 A szimbiózis partnerei 
4.1.1 A diazotróf baktérium partner 
Kísérleteinkbe az Azotobacter vinelandii [DSM 85] törzset vontuk be, melynek 
genomjába egy korábbi együttm ködés keretében a gödöll i Mez gazdasági Biotechnológiai 
Központban zölden fluoreszkáló gfp gént tartalmazó plazmidot építettek be (4. ábra). Az 
Azotobacter vinelandii emissziós maximuma 509,5 nm-nél, gerjesztési maximuma pedig 388 
nm-nél van. 
4. ábra gfp gént hordozó Azotobacter vinelandii
4.1.1.1 Azotobacterek fenntartása 
A baktérium tenyészeteket 7-es pH mellett, nitrogénmentes, 2% glükózt tartalmazó 
tápközegen (Newton és mti, 1953) tartottuk fenn 25  oC-on, szilárd agar lemezen (1,8% agar). 
4.1.2. Növényi objektum 
Növényi objektumnak a szamócát (Fragaria x ananassa) választottuk. Ennek f  oka, 
hogy ével  és vegetatíven szaporítható (5. ábra). A fajra jellemz  , hogy - bár fajtánként 
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változó mértékben - viszonylag könnyen kezelhet  az in vitro rendszere, mind a 
kalluszképzés, növényregeneráció, mind a mikroszaporítás szempontjából. 
A kísérletbe vont fajta: Fert di F5 
A kiindulási növényanyagok a Gyümölcs-és Dísznövény Kutató Fejleszt  Vállalat Fert di 
Állomásáról származnak. 
5. ábra Szamóca (Fragaria x ananassa) 
4.1.3 Alga törzs 
Kísérleteinkhez az egysejt  zöldalga Chlamydomonas reindhardtii 187-es vad típusú  
törzsét használtuk fel (6. ábra). 
6. ábra Chlamydomonas reindhardtii scanning elektronmikroszkópos képe (Forrás: 
http://oldgoforsys.mpimp-golm.mpg.de/images/chlamydomonas6-2_green.jpg; 2008.06.11.) 
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4.1.3.1. Az algatörzs fenntartása 
Az alga tenyészet fenntartása 23°C-on, szilárd TAP tápközegen (Sager és Granick, 
1953) történt havonkénti passzálással. Naponta 16 óra megvilágítást alkalmaztunk Tungsram 
F29 Warm White (40W) típusú fénycs vel, melynek foton flux denzitása 30 μmol /m2 s volt. 
4.1.4. Gomba törzs fenntartása 
Az Alternaria infectoria törzset a hármas szimbiózisból izoláltuk. A törzs fenntartása 
MMN közegen (Kovács és mti, 2003) (pH= 5) történt. 
4.1.5. A hármas asszociáció fenntartása 
A hármas asszociáció fenntartása szén- és nitrogénmentes ’Az’ tápközegen (Newton 
és mti, 1953) történt három havonkénti passzálással.  
4.2. A szövettenyésztés körülményei és a tápközegek
4.2.1 A mikroszaporítás körülményei 
A mikroszaporított növényeket 100 ml rtartalmú üvegedényekben neveltük. A 
hajtáskultúrákat 23 oC-on, napi 16/8 órás, 40 μmol m-2 s-1  PPF mesterséges megvilágítás 
mellett (Tungsram F29, meleg fehér fénycsövek) tartottuk fenn. A tenyészeteket 6 hetenként 
passzáltuk friss táptalajra. 
4.2.2 A mikroszaporításhoz használt táptalaj 
 A mikroszaporításhoz használt tápközeg receptjét magunk állítottuk össze: MS alapú 
táptalajt (Murashige és Skoog, 1962) egészítettünk ki  100 mg/l inozit, 0,5 mg/l BAP, 0,1 
mg/l GA3, 0,5 mg/l IBA hormonokkal.
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 4.2.3 A növényregenerációhoz használt tápközeg 
 A növényregenerációhoz használt tápközeg receptjét magunk állítottuk össze: MS 
alapú táptalajt (Murashige és Skoog, 1962) egészítettünk ki 3 mg/l, tidiazuron és 0,1 mg/l  
IBA  hormonokkal. 
4.3. Génpuskával végzett vizsgálatok 
4.3.1 Baktériumsejtek belövése a szamóca szöveteibe
 Kétféle célszövetet használtunk a baktériumok belövéséhez. Mikroszaporított 
növények fiatal leveleit vágtuk le, és a belövés el tti napon kallusz indukciós-regenerációs 
táptalajra helyeztük. Másrészt kallusz indukciós táptalajon fejl dött regenerálódó 
hajtáscsúcsokat használtunk. 
 A kísérletbe vitt Azotobacter vinelandii 1-3 m átmér j . Mikrohordozóként ezért 3 
m átmér j  wolfram szemcséket (Biorad M25) használtunk. Annyi baktériumot adtunk a 
keverékhez, hogy az kb l09 sejt/ml koncentrációban tartalmazza a baktériumsejteket. A 
keverékhez 9% spermidint adtunk. A szuszpenzióból lövésenként 7,5 l-t cseppentettünk a 
m anyag makrohordozóra. A lövéseket nagy nyomással (30 bar), nitrogéngáz meghajtású 
Genebooster® génpuskával végeztük. A lövési távolság kb 15 cm volt. 
4.4. A baktériumok kimutatása a növény szöveteib l 
4.4.1 Scanning elektronmikroszkópos vizsgálatok 
A levéldarabokat 4%-os paraformaldehid oldatban fixáltuk 2 órán keresztül, 70 mM 
K-Na foszfát puffert (pH=7.2) használva. A növekv  koncentrációjú etanolsoros víztelenítés 
után a mintákat amil-acetátba helyeztük, majd kritikus pont szárítással kiszárítottuk. A 
növényi részeket aranybevonattal láttuk el, majd 15 kV gyorsító feszültség mellett, Hitachi S-
2360 N scanning elektronmikroszkóppal vizsgáltuk. 
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4.4.2. Fluoreszcens mikroszkópia 
A gfp gént tartalmazó baktériumokat fluoreszcens mikroszkóppal is kimutattuk a 
növényi szövetekb l. A zöld levelekben található klorofill ill. a másodlagos 
anyagcseretermékek er s autofluoreszcenciát mutatnak, ami zavarólag hat a fluoreszcencia 
vizsgálatoknál. Ezeket az autofluoreszcens anyagokat alkohollal kioldottuk a levelekb l. A 
leveleket ezt követ en biolisztikus kezelésnek vetettük alá. A bel tt levelek vizsgálata 
Olympus BH2-RFCA típusú epifluoreszcens mikroszkóppal és Zeiss Axiovert 135 TV 
konfokális lézer scanning mikroszkóppal történt. Munkánk során 488 nm gerjesztést valamint 
515-525 nm közötti és 560 nm feletti sz r ket használtunk. A felvételek 40x és 100x-os 
nagyítással, 2  és 1  résszélességgel készültek. 
4.5. A növényregeneráció vizsgálata scanning elektronmikroszkóppal 
Irodalmi adatok alapján a szamóca organogenezissel (Nehra és mti, 1989) és 
embriogenezissel (Wang és mti, 1984) egyaránt regenerálódik. Ennek vizsgálatára a levelek 
regenerációs tápközegre helyezése után naponta mintát vettünk és fixáló oldatba helyeztük. A 
minták el készítése megegyezett az el z ekben leírtakkal (4.5.1 fejezet). 
4.6 A belövés okozta sérülések nyomon követése scanning elektronmikroszkópiával 
A regenerációs tápközegre helyezett steril, fiatal szamóca leveleket a 4.4.1 fejezetben 
leírtak szerint baktériumokkal bel ttük. A belövés okozta sérülések szöveti regenerációját, a 
felszíni baktériumok további sorsát közel egy hónapig (29 nap) követtük nyomon scanning 
elektronmikroszkópiával. Kezdetben a biolisztikus kezelés után néhány óránként, majd 
kés bb naponként vettünk mintát.  A minták el készítése megegyezett az el z ekben 
leírtakkal (4.5.1 fejezet). 
4.7. Nitrogén megvonásos kísérletek 
Az algatörzset a fenntartó táptalajról nitrogén mentes szilárd TAP közegre helyeztük 
át. A fenntartás egyéb körülményei megegyeztek az 4.1.1. pontban leírtakkal. A különböz   
kísérletekhez az alábbi id pontokban vettünk mintát: 
- klorofilltartalom meghatározás: 0., 1., 3., 5., 8., 12., 15. és 18. napokon, 
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- pigmentek abszorpciós és emissziós spektrumának meghatározása: 0., 1., 2., 4., 8., 12., 
15., 22. és 37. napokon, 
- oxigéntermelés meghatározása: 1., 3., 5., 7., 9., 15. és 21. napokon, 
- elektronmikroszkópos vizsgálatok:0., 2., 5., 8., 13., 15., 24. és 82. napokon. 
4.8. Nitrogén visszapótlásos kísérletek 
A tenyészeteket nitrogénmentes közegr l visszahelyeztük nitrogént tartalmazó 
fenntartó TAP közegre és az 4.1.1. pontban leírt  körülmények között neveltük tovább. A 
különböz   kísérletekhez az alábbi id pontokban vettünk mintát: 
- klorofilltartalom meghatározás: 0., 1., 3., 6., 9., 15., 24., 48. és 96. órákban, 
- pigmentek abszorpciós és emissziós spektrumának meghatározása: 0., 1., 3., 6., 9., 24., 
48., 72. és 120. órákban, 
- oxigéntermelés meghatározása: 0., 1., 2., 4., 6., 10., 15., 24., 48. és 96. órákban, 
- elektronmikroszkópos vizsgálatok: 0., 5., 14., 24., 48., 78. és 120. órákban. 
4.9. Pigmentkivonás és klorofilltartalom meghatározás Chlamydomonas sejtekb l és a 
hármas asszociáció tenyészeteib l
Szilárd TAP közegen tartott Chlamydomonas, illetve a nitrogénmentes TAP közegen 
tartott asszociáció tenyészeteib l 10 mg-ot elszuszpendáltuk 0,5 ml 0,1M-os NH4OH 
oldatban, majd 4,5 ml jéghideg 80%-os acetont adtunk hozzá, és 10 percig jégen inkubáltuk. 
Inkubálás után 10 percig centrifugáltuk 10°C-on 12000 g-n, majd abszorpciót mértünk a 
felülúszóból 645 és 663 nm-en. A mérést kétszer ismételtük meg. 
A klorofilltartalmat Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS Spectrometer típusú 
spektrofotométerrel, Porra és mti (1989) alapján határoztuk meg. 
4.10. A pigmentek emissziós spektrumának meghatározása 
Szilárd tápközegen tartott Chlamydomonas kultúrából 1,5mg-ot 1ml  folyékony TAP 
és 4ml desztillált víz oldatába helyeztük, majd mágneses kever vel néhány percig kevertettük. 
A kapott homogén oldatból 300μl-nyit azonnal fluoreszcencia mér csövekbe pipettáztunk, és 
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folyékony nitrogénbe állítottuk. Minden tenyészetb l 3 mintát vettünk és minden  mintáról 3-
3 spektrumot mértünk, amiket a fluoriméter átlagolt. Az így el készített minta pigmentjeinek 
fluoreszcencia emissziós spektrumát Fluoromax-3 Jobin Yvon, Horiba típusú fluoriméterrel 
határoztuk meg. A gerjesztési rést 2 nmre, az emissziós rést 5 nm-re állítottuk be. Az 
emissziós spektrum mérése során 440 nm-es hullámhosszon, 580 és 780 nm között vettük fel 
az eredményeket. Az integrációs id  0.1 s volt. Az adatgy jtés 0,5 nm-enként történt.  
A számítógépes spektrumanalízis SPSERV V.3.11 programmal (Bagyinka Csaba, 
MTA SZBK Biofizikai Intézet) történt. A spektrumokon öt pontos lineáris simítást és 
alapvonal korrekciót végeztünk. A spektrumok integráljukra normálása úgy történt, hogy a 
spektrumok intenzitását elosztottuk a totál integráljukkal.  
4.11. Légzés intenzitás és fotoszintetikus aktivitás (oxigéntermelés) mérése 
Szilárd közegen nevelt alga valamint szimbiózis tenyészetekb l vett mintákat 50 nM-
os Tricin-NaOH (pH=7.8) izoláló pufferben (400 nM szorbitol, 10 nM NaCl) szuszpendáltuk 
fel. A minták légzés intenzitását és fotoszintetikus oxigéntermelését Hansatech Oxy Lab 
típusú oxigén elektróddal mértük (μmol O2/perc/ml), majd a nettó fotoszintetikus 
oxigéntermelést μg O2/g friss tömeg/percre vonatkoztatva adtuk meg. A mérést kétszer 
ismételtük meg. A mintákat 900 μmol foton/m2.sec fényintenzitással világítottuk meg. 
4.12. Transzmissziós elektronmikroszkópos vizsgálatok 
A transzmissziós elektronmikroszkópos vizsgálathoz m gyantába ágyaztuk a 
mintákat. Az alga sejteket valamint a szimbiózis tenyészeteket glutáraldehidben (2%, 3 óra) 
és ozmium-tetroxidban (1%, 2 óra) fixáltuk Ezt követ en Durcupán ACM epoxy resin (Fluka 
Chemie AG). m gyantába ágyaztuk a mintákat. 
A metszést Reichert-Jung ULTRACUT E ultramikrotómmal végeztük. Az 50-70 nm 
vastagságú (ultravékony) metszeteket uranilacetát (5%, 4 percig) és ólomcitrát (5%, 5 percig) 
oldatokkal kontrasztosítottuk. A vizsgálatokat HITACHI H-7100-as elektronmikroszkóppal 
végeztük. 
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4.13. A szimbiózis partnerek által kibocsátott aminosavak meghatározása  
 A kibocsátott aminosavak összetételét aminosav analizátorral határoztuk meg. A 
méréshez a törzsek 4 napos szuszpenzióit valamint a szimbiózis kultúrák 2 hetes folyékony 
tenyészeteit használtuk. A kapott keveréket papírsz r n , majd 0.45 μm-es membránsz r n 
való átsz rés után analizáltuk. 
 A mérés ioncserés kromatográfiával történt. A 220x3.7 mm hosszúságú oszlop 
IONEX OSTION LCP5020 kationcserél  gyantát tartalmazott. A detektálás két különböz , 
440 nm és  570 nm hullámhosszon történt.  
4.14 DNS izolálás, amplifikálás és szekvenálás 
Az Azotobacter vinelandii, Chlamydomonas reinhardtii és Alternaria sp. törzsek 
genomi DNS-ét  a törzsek illetve a hármas szimbiózis tenyészeteib l FastPrep rendszer 
(Qbiogene Inc., MP Biomedicals) segítségével izoláltuk. A sejtek feltárása FastPrep készülék 
segítségével történt. A növényi DNS kivonására a FastDNA Kit (Qbiogene Inc.) CLS-VF 
feltáró oldatát használtuk. 
 Az A. vinelandii nitrogenáz 3 (anfH) génjének detektálására a következ  primereket 
használtuk: ANF3FOR (5'-GGCCTATTTCCACGACAAGA-3') and ANF3REV (5'-
ATCATCTTGGTACCGATGGC-3') (Joerger és mti., 1989). 
 A C. reinhardtii kimutatását a p60 katanin alegységre specifikus primerekkel végeztük 
(Katan-F 5'-ACGAGGAGTGGCTCAGCGTGTTCG-3'; Katan-R 5'-
GGACGCCCAAGCTTCAAATCCACG-3') (Kathir és mti., 2003). 
 A gomba nrDNS ITS régióját ITS1F és ITS4 primerekkel (Jakucs és mti, 2005) 
amplifikáltuk és szekvenáltuk. A szekvenciát a GenBank-ban elhelyeztük (FJ627005). Az 
elhelyezett szekvenciák nyilvános adatbázissal való összevetését az NCBI nukleitod BLAST 




5.1 Fragaria x ananassa – Azotobacter vinelandii asszociáció létrehozása és 
vizsgálata 
5.1.1 Baktériumsejtek belövése a növényi szövetekbe
A baktériumok biztosabb bejuttatására a növényi szövetekbe egy, a 
Növényszervezettani Tanszéken már korábban kidolgozott eljárást alkalmaztunk (Preininger 
és mti, 2001; 2003). A növények genetikai transzformálására általánosan használt génpuskát 
alkalmaztuk a bejuttatáshoz (7.c ábra). A módszer hasonló a génbelövéshez, azaz wolfram 
szemcséket használtunk fel mikrohordozóul, melyekre nem DNS-t, hanem a baktérium 
sejteket „ragasztottuk”. Olyan szemcseméretet választottunk, amely elegend en nagy ahhoz, 
hogy a baktériumok rátapadjanak. A 2-3 m szemcseátmér j  részecskék elegend nek 
bizonyultak a kísérletbe vont kb 1-3 m  méret A. vinelandii belövéséhez. Célszövetnek a 
mikroszaporított növények fiatal leveleit választottuk (7.a,b ábra). A belövés után vizsgáltuk a 
sérülésekkel teli levelek felszínét.  
7. ábra A baktériumok bejuttatása a növényi szövetekbe. a. A belövéshez használt steril 
szamóca hajtástenyészet. b. Hajtástenyészetb l származó fiatal levelek regenerációs 
tápközegre helyezve egy nappal a belövés el tt.c. A baktériumok bevitelére szolgáló 
génpuska. A 2-3 mm átmér jú wolfram szemcsékhez kötött baktériumokat 30 bar-al l ttük be. 
A baktériumok bevitelére szolgáló génpuska. A 2-3 mm átmér jú wolfram szemcsékhez 
kötött baktériumokat 30 barral l ttük be. 
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A scanning elektronmikroszkópos felvételek tisztán mutatják a lövések becsapódási 
helyét. A mikrolövedékek által okozott kis méret  sérülések néhány vagy akár egyetlen sejtet 
is érinthetnek (8.a ábra) A génpuska alkalmazásánál általános jelenség, hogy a 
wolframszemcsék egy része a szétrázás és a lövedékek útjába helyezett finom fémrács 
ellenére aggregálódik, és úgy csapódik be a növényi szövetekbe. Ezek az aggregátumok több 
sejt átmér j , mélyebb sérüléseket, „krátereket” okozhatnak (8.b ábra). 
8. ábra A mikrolövedékek által kialakult, több sejtet érint  kráter (a) és az egyetlen sejtet 
érint  sérülés (b) a levél felszínén  
5.1.2. A belövés okozta sérülések nyomon követése scanning elektronmikroszkóppal 
A biolisztikus kezelés során a becsapódó lövedékek különböz  méret  és mélység
sérüléseket okozhatnak a célszövet felszínén. Belövés után folyamatos mintavétellel közel egy 
hónapig követtük nyomon scanning elektronmikroszkóppal a sérülések állapotát. Figyeltük, 
hogy mennyi ideig látható a becsapódás helye, mikor regenerálódnak a lövés okozta 
sérülések, remélhet en a levél bels  szöveteibe zárva a baktériumokat. Megállapítható, hogy a 
kezelés után néhány óráig jól láthatók a mikrolövedékek által okozott sérülések és a 
kráterekben a bel tt baktériumok (9.a-b ábra). Még 24 óra után is látszik a sérülés, de ekkor 
már kevésbé mély, vélhet en a mélyebb régiókból kifelé elindult a szöveti regeneráció (9.c 
ábra). 2-29 napig vizsgálva a leveleket a belövés után, két nap után már szövetregeneráció 
figyelhet  meg, és így a sérülések már nem látszanak (9.d ábra). A lövés helye azonban 
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továbbra is látható, egyrészt a lövés következtében elpusztult felszíni sejtek utalnak rá, 
másrészt a felszínen folyamatosan szaporodnak a kívül maradt baktériumok (9.e-f ábra). 
9. ábra A belövés okozta sérülések nyomon követése scanning elektronmikroszkóppal. A 
kezelés után eltelt id  fél óra (a), 2 óra (b), 24 óra (c), 2 nap (d), 12 nap (e) és 26 nap (f). Fél 
órával a kezelés után jól láthatóak a sérülések és a bel tt baktériumok. A két órás mintán még 
látszanak a mikrolövedékek által okozott mélyebb „kráterek”, azonban a belövés után 24 
órával megindul a szövetek regenerációja. Két nap után már megfigyelhet  a szövetek 
regenerációja. Két hét elteltével jelent sebb változásokat már nem tapasztaltunk. A 
becsapódás helyeit az elpusztult sejtek és a felszínen lev  baktériumok jelzik.
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5.1.3. A növényregeneráció vizsgálata
A növényregeneráció vizsgálata során lépésr l lépésre nyomon követtük a folyamatot 
scanning elektronmikroszkóp segítségével A táptalajra helyezett leveleken a regeneráció 
általában a vágási felületeken indult meg. A felvételek alapján nyilvánvalóvá vált, hogy a 
szamóca esetében a regeneráció szomatikus embriogenezissel és organogenezissel egyaránt 
végbemehet.  
A szomatikus embriogenezis els  lépéseként az epidermisz sejtek megduzzadtak, majd 
a kutikula felszakadt (10. ábra). Kés bb a levelek mezofillumából differenciálódó egysejtes 
majd osztódó embriogén sejtek áttörték az epidermiszt (11.a ábra). A felvételeken nyomon 
követhettük az embriogenezis egyes stádiumait a néhány sejtes proembriótól a szív stádiumon 
keresztül egészen az érett embriók kialakulásáig (11. b-e ábra). 
Az organogenezis kezdeti lépéseiben kiemelkedéseket figyeltünk meg a szövetek 
felszínén (12.a ábra). A folyamat során az epidermiszsejtek is osztódtak, és a kutikulával 
együtt folytonosan borították a képz d  primordiumokat. Erre utalnak a primordiumok 
tövében látható kutikula gy r dések (12.b ábra). A szamócára jellemz  sz rképletek már a 
fiatal hajtáskezdeményeken megjelentek (12.d-e ábra). A 12.d ábrán, ahol a fejlettebb 
hajtáscsúcs mellett újabb, fiatalabbak is megjelennek, ahogy azt a (→) mutatja, jól látható egy 
egészen új, mindössze 3 levélprimordiummal rendelkez  kis hajtáscsúcs organizációja is. A 
12.e-f ábrák pedig arról tanúskodnak, hogy a fejl d  fiatal hajtások már a levélen 
multiplikálódnak.  
10. ábra A szomatikus embriogenezis els  lépései. a. Az epidermisz sejtek megduzzadnak, 
majd b. A kutikula felszakad. 
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11. ábra A szomatikus embriogenezis fázisai szamóca levélen. a. A levelek mezofillumából 
differenciálódó egysejtes majd osztódó embriogén sejtek b. Az embriogén sejtb l kialakult 
nyolcsejtes proembrió c. Az epidermiszt áttör  szív stádiumú embrió d. Korai torpedó 
stádiumú embriók csoportja e. Érett embriók f. A regeneráció két formája ugyanazon a 
levélen (EG = embriogenezis, OG = organogenezis) 
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12.ábra Az organogenezis lépései. a. Kiemelkedések két ér között a levél fonáki oldalán b. 
Fejl d  hajtáscsúcsok, az eredeti levélepidermisz és kutikula folytonosan borítja a képz d
primordiumokat c. Fiatal hajtáskezdemény levelekkel – még a megnyúlás el tt. A 
sz rképletek még az alapi részen koncentrálódnak.  d. Az organogenezis különböz  fázisai 
láthatóak ugyanazon a levélen – az egész fiatal, apró, 3 levélprimordiumos hajtáscsúcstól (→) 
a fejlettebb, már sz rképletekkel borított hajtásig e. Multiplikálódó fiatal hajtások f. Fiatal 
hajtások csoportja — csúcsra boruló levelekkel 
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5.1.4. A green fluorscent protein gént tartalmazó baktériumok kimutatása a bel tt 
célszövetekben 
5.1.4.1.  A baktériumok kimutatása fluoreszcens mikroszkóppal 
A beépített green fluorescent protein gén segítségével a baktériumokat a belövés után 
in situ vizsgálhattuk. Az epifluoreszcens mikroszkóppal készített felvételek a 13. ábrán 
egyértelm en igazolják a kontroll levélhez képest (13.a ábra) a belövés következtében 
keletkez  kráterekbe becsapódott baktériumok jelenlétét (pl. b, c ábrák), míg a 13.d ábra az 
egyedi baktériumokat mutatja.  
13. ábra A gfp gént tartalmazó Azotobacterekkel bel tt szamóca levelek vizsgálata 
epifluoreszcens mikroszkóppal. a. Kontroll b.-d. baktériumokkal bel tt levelek. A kráterek jól 
látszanak a ’b’ és ’c’ képeken, a ’d’ kép inkább az egyedi sejteket mutatja. Nagyítás: a-b: 
400x; c-d: 200x   
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 A laser scanning mikroszkópos vizsgálatokhoz fiatal leveleket l ttünk be. A 14. 
ábrasor a 2 m résszélességgel készített optikai szeleteket mutatja a levélfelszínt l (14.1. 
ábra) a mélyebb rétegekig (14. 2-8 ábra). Látható, hogy a felszínhez képest kissé mélyebben, 
a 4. rétegt l kezdve jól körvonalazódnak a belövés okozta kráterek, és bennük a fluoreszkáló 
baktériumok. Még az utolsó rétegben (14.8 ábra) is megfigyelhet k baktériumok, még ha 
kisebb számban is. 
A rétegfelvételek segítségével térbeli rekonstrukciót is készítettünk egy másik bel tt 
levél vizsgálata során, és létrehoztunk egy 3 dimenziós képet (15. ábra), melyet vörös-zöld 
szemüveggel nézve valóban térbelinek érzékelhetünk. A kép közepén lév  kráterben és a 
környez  szövetekben láthatók a bel tt, fluoreszkáló baktériumok. A kráter fels  régiójában 
megfigyelhet  izodiametrikus elemek a mikrohordozóul használt wolfram szemcsék. Az 
epidermisz felszínét a felvételen látható három sztóma zárósejtpár jelzi. 
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14. ábra Laser scanning mikroszkóppal készített optikai szeletek a felszínt l (1)a mélyebb 
rétegekig(2-8). A 4. rétegben jól körvonalazódnak a belövés által okozott kráterek, 
baktériumok még a legmélyebb rétegben is látszanak (8). Nagyítás: 400x 
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15. ábra A bel tt szamóca levelek 3 dimenziós képe. A kráter közepén jól láthatók a bel tt 
baktériumok és az izodiametrikus wolfram szemcsékvalamint sztómák a felszínen. Nagyítás: 
1000x 
56
5.2. Alga –baktérium-gomba asszociáció vizsgálata  
A magasabbrend  növényekkel létrehozott asszociációk vizsgálata során számos 
probléma merül fel. A baktériumokat a szöveteikben hordozó növények in vitro tenyészetei 
nem tarhatók fenn teljesen nitrogénmentes tápközegen, ezért nehezen kimutatható, mennyi 
nitrogénforrást szolgáltat a növény számára baktériumpartnere. A két szervezet által egymás 
anyagcseréjére gyakorolt hatás vizsgálata szintén nehézségekbe ütközik. A kibocsátott 
anyagcseretermékek ugyanis a növényi sejtek közötti apoplasztikus térben találhatók, 
melynek vizsgálatára nem találtunk jó módszert.  
Ezért döntöttünk úgy, hogy a Tanszéken már korábban létrehozott egysejt  modell 
rendszerrel kezdtünk újra dolgozni. Ez a modell asszociáció nitrogén- és szénforrásmentes 
körülmények között fenntartott egysejt  zöldalga Chlamydomonas reinhardtii és diazotróf 
Azotobacter vinelandii együttélése. Egysejt  szervezetként a Chlamydomonas kiválóan 
alkalmas a szimbiózis modellezésére, jól vizsgálható, gyorsan reagál a környezeti 
változásokra. A modell szimbiózis legfontosabb markere az a tény, hogy az alga vegetatív 
sejtjei nitrogénhiányos feltételek mellett gamétákká alakulnak. A hosszantartó 
nitrogénéheztetés során a sejtek 80S és 70S riboszómái szétesnek, egyetlen plasztiszuk 
degradálódik, ennek következtében az algasejtek sárga szín vé válnak, osztódni már nem 
képesek. A sárga szín , degradálódott sejtek nitrogén tartalmú közegen ismét kizöldülnek. Ez 
a jól látható változás az alapja annak, hogy a különböz  feltételek között tartott alga-
baktérium szimbiózisokban bekövetkez  változások fenotípusosan is jól követhet k.  
 A tenyészetek fenntartása, új közegre passzálása során egy véletlen fert zés 
következtében gombafonalak jelentek meg az egyik tenyészetben. Megfigyeltük, hogy 
fenotípusát tekintve ez az asszociáció szebbnek, zöldebbnek mutatkozott a kétpartneres 
kapcsolatnál. A kapcsolat nem volt invazív, a gombafonalak nem n tték túl az alga-baktérium 
telepet. A három szervezet hosszú ideje, három éve kiegyenlítetten él együtt szén- és 
nitrogénmentes táptalajon, kapcsolatuk a sorozatos, kéthavonkénti passzálások után is stabil 
maradt.
Kíváncsiak voltunk egyrészt arra, hogy milyen gomba taxon lett a szimbiózis 
harmadik partnere, másrészt, hogy hogyan befolyásolja a gomba jelenléte az algák 
nitrogénellátottságát, hiszen a fenotípus alapján azt vártuk, hogy a hármas szimbiózisban az 
algák nitrogénellátottsága jobb, mint a kettesben. 
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Ahhoz azonban, hogy képet kapjunk arról, milyen értékeket mutat, hogyan viselkedik 
a Chlamydomonas nitrogénhiány esetén, elvégeztünk néhány el kísérletet.  Ezek során a zöld 
algatenyészeteket nitrogénmentes tápközegre helyeztük, és három hétig folyamatos 
mintavétellel vizsgáltuk a fotoszintetikus paramétereit és ultrastrukturális állapotát. A 
kisárgult algatenyészeteket kés bb nitrogéntartalmú közegen regeneráltattuk, mérésekkel 
kísérve ezt a folyamatot is. Ezeket az eredményeket tárgyalja a következ  fejezet.  
5.2.1. A Chlamydomonas reinhardtii fotoszintetikus apparátusának 
szervez dése és m ködése nitrogén elvonás és visszapótlás hatására 
5.2.1.1. Algasejtek degradációja nitrogénmentes táptalajon („sárgulás” folyamata) 
Nitrogénmentes táptalajon, ferde agaron nevelt alga tenyészetek kezdeti sötétzöld 
színe fokozatosan kisárgult. Már a harmadik napon szemmel láthatóan érzékelhet  a változás, 
a nyolcadik naptól kifejezetten sárgás árnyalatúak lettek a tenyészetek. Harminc nap után ez a 
sárga szín is annyira halvánnyá vált, hogy alig különült el az agaros tápközeg alapszínét l (16. 
ábra). 
16. ábra Algasejtek degradációja nitrogénmentes táptalajon. A kontroll tenyészethez (a) 
képest nitrogénmentes közegen az algasejtek fokozatos kisárgulását tapasztaltuk (b= 1 nap; c= 
3 nap; d= 4 nap; e= 8 nap; f= 21 nap)  
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5.2.1.1.1. Az algák klorofilltartalmának és fotoszintetikus oxigéntermelésének 
meghatározása 
A nitrogénhiány hatására bekövetkez , szemmel is jól követhet  sárgulás folyamata 
alapvet en a klorofilltartalom csökkenésének következménye. Az összklorofill mennyisége 
már els  nap jelent s mértékben, a kiindulási érték 60%-a alá csökkent. A csökkenés üteme 
különösen kezdetben volt nagy mérték , az 5. napon az eredeti klorofilltartalom 30%-a, 8. nap 
már csak a 17%-a fordult el  a mintákban, a 18. napra a kontroll értéknek mindössze 1,5 %-a 
volt mérhet . A sárgulás folyamán a klorofill-b mennyisége nagyobb mértékben csökkent, 
mint a klorofill-a, így a klorofill a/b arány n tt, a kezdeti 2,1 értékr l 4,1-re a sárgulási 
id szak végére.  
A nitrogénhiányos körülmények között fenntartott algasejtek klorofilltartalmának 
fokozatos csökkenése maga után vonta a fotoszintetikus aktivitás intenzitásának csökkenését 
is, melyet a nettó oxigéntermeléssel jellemeztünk. A kétféle folyamat üteme nagyon hasonló. 
A kezdeti jelent s klorofilltartalom csökkenés hatására az oxigéntermelés is az els  5 nap 
csökkent a legnagyobb ütemben. A harmadik napon az eredeti nettó fotoszintézisnek már csak 
a felét kaptuk, 5. napra pedig lecsökkent 18% alá. Ezután a csökkenés mértéke lelassult. A 15. 
napon mért igen alacsony oxigéntermelés kiindulási értékhez viszonyított aránya (2.9%) 
pontosan megegyezett a 15. napon mért klorofilltartalom hasonlóan számolt arányával (2,9%). 
Ez az alacsony érték már nem változott a 21 napos mintákban (17. ábra). 
17. ábra Az algák klorofill tartalmának és fotoszintetikus oxigéntermelésének változása a 
,,sárgulás” folyamata során.  (• - klorofill tartalom; - fotoszintetikus oxigéntermelés)
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5.2.1.1.2. A klorofill-protein komplexek vizsgálata kisárguló algatenyészetekben 
Nitrogénmentes tápközegre helyezett Chlamydomonas sejtek 77K fluoreszcencia 
emissziós spektrumait vettük fel 0, 2, 8, 15 és 37 nap után (18. ábra). A kontroll (0. nap) 
mintáról mért 77K fluoreszcencia emissziós spektrumban 688,5 és 710 nm-en találhatók 
maximumok, intenzitás-arányuk 0,73. Nitrogénmentes közegen tartva a tenyészeteket, a rövid 
és hosszú hullámhosszú sáv aránya a 8. napig n tt, utána csökkent. A kontroll spektrumban 
710 nm-es sáv hosszabb hullámhossz irányába tolódott már egy nap alatt, a 688,5 nm-es sáv 
pedig a rövidebb hullámhossz felé. A 37. nap után mért spektrumban nem láthatóak 
elkülönül  maximumok, az algasejtek „kisárgultak”. 
18. ábra A kisárgulás 0 (A), 2 (B), 8 (C), 15 (D) és 37 (E) napos mintáinak 77 K 
fluoreszcencia emissziós spektrumai. Gerjesztési hullámhossz 440 nm. A számok az 
emissziós maximumokat jelölik (nm-ben).  
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5.2.1.1.3. Az algasejtek ultrastrukturális változásai 
Nitrogénmentes tápközegen kisárguló alga tenyészetek sejtjeiben a 
tilakoidmembránok fokozatos degradációja figyelhet  meg. A biokémiai és biofizikai 
változásokhoz képest azonban az ultrastrukturális változások valamivel lassabban zajlottak le. 
A kontroll sejtekben (19.a ábra, 0. napos minta) jól láthatóak a gránumokba 
szervez dött tilakoidmembránok. A nitrogénhiány hatására bekövetkez  fokozatos degradáció 
leglátványosabban ezt a membránrendszert érintette. A membránfehérjék után a 
membránlipidek is lebomlottak, a sejtekben lipidcseppek jelentek meg. A sárgulási folyamat 
során a sejtekben fokozatosan növekedett a lipidcseppek és a keményít szemcsék száma. Ez a 
tendencia már a 2. napon is valamennyire megfigyelhet  volt (19.b ábra), az 5. napra már 
kifejezetté vált (19.c ábra). A nitrogén éheztetés hatására részlegesen emésztett 
sejttartalommal rendelkez  autofág vakuolumok jelentek meg a sejtekben (19.d ábra) Itt a 
gránumszer  struktúrák nagyrészt már lebomlottak.
A 13 napos mintában már egyáltalán nem találtunk gránumszer  membránszerkezetet 
(19.e ábra). A tilakoidok csak egyesével, esetleg kettesével látszottak a plasztisz szélén. 
Három hét eltelte után gyakorlatilag a sejt legnagyobb részét az óriásivá összeállt 
lipidcseppek töltötték ki, ez jól megfigyelhet a 21 napos mintáról készített 
elektronmikroszkópos képen (19.f ábra).  
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19. ábra Nitrogénmentes közegen tartott algasejtek kloroplasztiszainak lebomlása. A 0 napos 
(a) mintán jól láthatók az ép tilakoidmembránok. A 2 napos mintán (b) kezdeti 
membrándegradáció látszott és lipidcseppek, valamint keményít szemcsék jelentek meg. Az 5 
napos (c) minták további lipidfelhalmozódást mutattak. A 8 nap (d) után már alig voltak 
láthatók tilakoidmembránok, a 13 (e) és 21 napos (f) minta sejtjeit nagyrészt lipidcseppek 
töltötték ki. (bar = 1μm)
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5.2.1.2. A nitrogénmentes táptalajon kisárgult alga tenyészetek vizsgálata 
nitrogéntartalmú közegre való visszaoltás után („visszazöldülés” folyamata) 
A nitrogénmentes közegen el z leg kisárgult algatenyészeteket újra nitrogéntartalmú 
táptalajra helyezve, megfigyeltük a visszazöldülés folyamatát. A sejtek fokozatosan 
visszanyerték eredeti sötétzöld színüket. A kisárgulással szemben a visszazöldüléshez 
mindössze néhány napra volt szükségük az algasejteknek (20. ábra). 
20. ábra Nitrogénmentes közegr l nitrogén tartalmú közegre visszahelyezett algasejtek 
regenerációja. (a= kontroll; b= 3 óra; c= 6 óra; d= 1 nap; e= 2 nap; f= 5 nap)  
5.2.1.2.1. Az algák klorofilltartalmának és fotoszintetikus oxigéntermelésének 
meghatározása 
A visszazöldítés folyamatában az összklorofill tartalom tulajdonképpen már a kezdeti 
órákban növekedni kezdett, igaz, csak kis mértékben, 1,7%-ról 6 óra után 3,3%-ra, majd a 15. 
órában 15%-ra emelkedett. 1 nap után a klorofilltartalom elérte a normális zöld sejtekre 
jellemz  érték negyedét, 2 nap után a felét. A visszazöldítés 5. napjára a klorofill tartalom 
meghaladta a kontroll zöldalgánál tapasztalt értéket. A kezdeti, kisárgult sejtekben a klorofill 
a/b arány magas volt (4.1). A zöldülés során ez az arány fokozatosan csökkent, és végül a 
kisárgult sejteknél számolt érték fele lett (2.0). 
A klorofilltartalom növekedése maga után vonta a fotoszintézis intenzitásának 
növekedését is.  Az oxigéntermelés az els  két órában csak minimális volt (3-4% a kontroll 
zöld algasejtekhez viszonyítva), majd a 2. és a 4. óra között er sen megugrott, 4 óra után 
pedig elérte a normális érték ötödét. A fotoszintetikus aktivitás a 20. órában már majdnem 
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50%-os volt. A 2. nap után 80%-os értéket ért, az elkövetkez  két napban pedig már csak 
minimális növekedés volt tapasztalható (21. ábra). 
21. ábra Az algák klorofill tartalmának és fotoszintetikus oxigéntermelésének változása a 
visszazöldülés folyamata során. (• - klorofill tartalom; - fotoszintetikus oxigéntermelés) 
22. ábra Nitrogénmentesr l nitrogént tartalmazó közegre helyezett alga tenyészetekr l 
0 (A), 6 (B), 24 (C), 48 (D) és 120 (E) órák után mért 77 K fluoreszcencia emissziós 
spektrumok 
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5.2.1.2.2. A klorofill-protein komplexek vizsgálata a kisárgult algatenyészetek nitrogén 
tartalmú közegre való átoltása után 
Nitrogénmentes közegr l nitrogén tartalmú közegre téve a tenyészeteket már 6 óra 
után mérhet  volt egy 679.5 nm-es sáv a 77K fluoreszcencia emissziós spektrumban (22. 
ábra), amely fokozatosan hosszabb hullámhosszok felé tolódott. A 6 óránál rövidebb ideig 
újra nitrogénes közegre tett („visszazöldített”) tenyészetek spektrumaiban a sávok pozíciója 
nem pontos, mert nincsenek jól elkülöníthet  maximumok. A zöldüléssel párhuzamosan 
összességében a hosszabb hullámhosszú maximummal jellemezhet  sáv balra, míg a rövidebb 
hullámhosszú maximum jobbra tolódott a spektrumokban. 120 óra után a kontroll zöld 
mintához hasonló spektrumot kaptunk 687,5 és 710 nm-es maximumokkal (22. ábra).  
5.2.1.2.3. Nitrogéntartalmú közegre helyezett tenyészetek ultrastruktúrájának vizsgálata 
 A nitrogénmentes tápközegen teljesen kisárgult alga tenyészeteket újra nitrogént 
tartalmazó TAP közegre helyeztük, melynek hatására a sejtekben fokozatosan újraépült a 
sejtek tilakoid membránrendszere. Az alga sejtek visszazöldülési folyamata sokkal 
gyorsabban - néhány nap alatt - végbement, mint a kisárgulásuk, és szabad szemmel is jól 
követhet  volt a színváltozás (23.b-f ábra). Emellett a sejtekben zajló ultrastrukturális 
változásokat is nyomon követtük óránkénti mintavétellel.  
 A kiinduló állapot 21 napig nitrogénmentes TAP tápközegen tartott algatenyészet volt, 
melyben teljesen lebomlott a tilakoid membránrendszer (23.a ábra), és a telep színe szabad 
szemmel nézve is, halványsárga szín  volt. (20.b ábra). A tilakoid rendszer visszaépülésének 
kezdete már az els  órákban megfigyelhet  volt, és a 14. órában már kettesével összetapadt, 
határozott lefutású tilakoidmembránokat láttunk. A lipidcseppek mennyiségének csökkenése 1 
nap után (23.c ábra) volt jelent s, 2 nap után mennyiségük már a normális zöld algasejt 
szintjére esett vissza (23.d ábra).  
 A 24 órás mintában (23.c ábra) már szabályosan felépült membránrendszer látható, 
összetapadt tilakoidokkal, ennek mennyisége és az összetapadás mértéke még tovább 
növekedett a 2, 3.5 és 5 napos mintákban. Már a 2 napos visszazöldült algasejt is teljesen 
„m köd képesnek” látszott ultrastrukturálisan (23.d ábra) és a 3.5 napos sejt szinte nem is 
különbözött az 5 napostól, nagyon szépen látszott mindkett ben a gránumszer  struktúra.  
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23. ábra Nitrogénmentes közegr l nitrogént tartalmazó közegre helyezett alga sejtek 
elektronmikroszkópos képei. A kisárgult (0 órás) (a) alga sejtekben felhalmozódott 
nagyméret  lipidcseppek között alig látszottak a sejt egyéb struktúrái. A 14 órás (b) mintán 
már látható volt a membránok gyors visszaépülése. A 24 órás (c), 2 napos (d), 3.5 napos (e) és 
5 napos (f) mintákról készült  felvételeken látható a kloroplasztisz membránrendszerének 
fokozatos visszaépülése. (bar = 1μm) 
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5.2.2. Alga – baktérium – gomba asszociáció vizsgálata  
5.2.2.1. Mikroszkópos vizsgálatok  
Az asszociáció szerkezetének, felépítésének megismeréséhez fény- és 
elektronmikroszkópos vizsgálatokat végeztünk. 
 A fénymikroszkópos felvételeken figyelemmel kísérhetjük egy telep növekedését az új 
tápközegre helyezést követ en. A 24.a ábra egy újonnan formálódó, fiatal telepet mutat. Már 
ebben a korai stádiumban is megfigyelhet  a partnerek jellegzetes elhelyezkedése a telepen 
belül, a középen csoportosuló zöld algakolóniát baktériumok és gombahifák veszik körül. 
 A telep fejl dése folyamán a partnerek növekedési üteme eltér . A baktériumok 
intenzívebben osztódnak, mint az alga sejtek, ezért nagy tömegben találjuk meg ket a telep 
szélén (24.b ábra). A gombahifák radiálisan ágaznak ki a telepb l, a tápközeg felszínén és 
belsejében egyaránt növekedve. Érdekes, hogy egyes hifák felszínéhez telepszer en 
hozzátapadnak az Azotobacterek, kisméret , gyöngysorszer  kolóniákat hozva létre rajtuk 
(24.c ábra). 
A telep algasejtjei zöld szín ek. Ez a tény, valamint a telep folyamatos növekedése 
arra utal, hogy elegend  mennyiség  nitrogénforrás érhet  el számukra a fennmaradáshoz és 
szaporodáshoz. A telep jellegzetes szerkezete a friss közegre passzálást követ en 2-3 hét 
elmúltával alakul ki, és a kés bbiek folyamán mindvégig stabil marad.  
 Mivel a telep középs , zöld részén fénymikroszkóppal csak az algasejtek láthatók, 
mintát vettünk err l a területr l és elektronmikroszkópos vizsgálatokat végeztünk, hogy 
megismerjük a telep bels  szerkezetét. A felvételek tanúsága szerint a telep középs  részében 
is megtalálhatók a gombahifák és a baktériumok az algasejtek között (24.a ábra).  
A Chlamydomonas reinhardtii sejtjei a képek alapján egészségesnek t nnek, egyetlen, 
nagy kloroplasztiszuk jól fejlett tilakoid memránrendszerrel rendelkezik (25.a ábra, inset), 
akárcsak a komplett tápközegen fenntartott kontrol algatörzs (25.b ábra). A nitrogénhiány 
jeleit, keményít szemcsék felhalmozódását illetve lipidcseppek jelenlétét nem tapasztaltuk. 
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24. ábra A hármas asszociációról készült fénymikroszkópos felvételek. a: fiatal, újonnan 
formálódó telep. A középs , sötétzöld részen csoportosulnak az algasejtek, melyeket 
baktériumok és gombahifák vesznek körül. b: a kolónia szélén megfigyelhet k a telepb l 
radiálisan kiágazó gombafonalak. c: hifák felszínéhez tapadt, gyöngysorszer  telepet alkotó 
baktérium kolóniák. 
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25. ábra Különböz  tápközegeken tartott Chlamydomonas reinhardtii sejtek illetve a hármas 
asszociáció elektronmikroszkópos felvételei. a: nitrogén- és szénforrás mentes közegen 
fenntartott hármas asszociáció. A mintavétel a telep középs , zöld régiójából történt. b: 
optimális közegen fenntartott, kontroll zöldalga sejt. c: nitrogénmentes tápközegen 21 napig 
tenyésztett, kisárgult algasejt (negatív kontroll) (bar= 1μm, beszúrt kép nagyítása= 0,25μm) 
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5.2.2.2. Klorofilltartalom és fotoszintetikus oxigéntermelés 
A szimbiózis algáinak megfelel  nitrogénellátottsága leginkább fotoszintetikus 
apparátusuk állapotával jellemezhet . Ennek vizsgálatához megmértük klorofilltartalmukat és 
fotoszintetikus oxigéntermelésüket. Az eredményeket algasejtre viszonyítva adtuk meg (3. 
táblázat). 
 A hármas szimbiózisban az algasejtek relatív magas aránya ellenére a mért 
klorofilltartalom viszonylag alacsony, a kontroll, optimális tápközegen fenntartott 
algatenyészetéhez képest 38% volt. Ennek ellenére klorofill a/b arányuk hasonló értéket 
mutatott. Alacsony klorofill tartalmukhoz képest az asszociáció fotoszintetikus 
oxigéntermelése viszont meglep en magasnak bizonyult (84%). Negatív kontrollként 
megvizsgáltuk egy 21 napig nitrogénmentes közegen tartott algatenyészet paramétereit is. A 
kisárgult tenyészet klorofilltartalma rendkívül alacsony (0,5%) volt, ennek megfelel en 
fotoszintetikus aktivitása is alig volt mérhet . A tenyészet klorofill a/b aránya viszont extrém 
magasnak (10,5) mutatkozott.  (3. táblázat).  
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3. táblázat A hármas asszociáció és az optimális valamint nitrogénszegény tápközegen tartott 
algatenyészetek klorofill tartalma, klorofill a/b aránya és fotoszintetikus oxigéntermelése 
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5.2.2.3. Az algák klorofill-protein komplexeinek vizsgálata a hármas szimbiózisban 
 A 77 K fluoreszcencia emissziós spektrumok analízise során megállapítottuk, hogy a 
szimbiózis esetében a PSII és PSI maximumok 686 és 708 nm-nél találhatók, akárcsak a 
kontroll, zöldalga esetében (26. A, B ábra). A PSII és PSI aránya azonban eltér a kontroll 
algáétól, ez az érték a szimbiózisok esetében 0,8 a kontoll 0,5 értékhez képest. A 21 napig 
nitrogénmentes közegen tartott, kisárgult algatenyészet esetében fluoreszcens jel alig volt 
mérhet  (26.C ábra). 
26. ábra 77 K fluoreszcencia emissziós spektrumok A) kontroll zöld alga; B) hármas 
szimbiózis ill. C) nitrogénmentes tápközegen kisárgult alga esetében 
5.2.2.4. Aminosav analízis 
A hármas asszociáció valamint az egyes törzsek által kibocsátott aminosavak 
meghatározásához a tenyészetek folyadék kultúráit használtuk. A baktérium, az alga valamint 
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a gomba törzsek tenyészeteit 4 nap, míg a szimbiózis kultúrákat két hét tenyésztés után 
vizsgáltuk. 
A törzsek aminosav kibocsátásában jelent s különbségek figyelhet k meg (27. ábra). 
Az alga tenyészetek nagyobb mennyiségben termelnek prolint, alanint és fenilalanint, míg 
aszparagint, ciszteint, arginint, ß-alanint vagy -aminovajsavat egyáltalán nem bocsátanak ki. 
Az Azotobacterek esetében a prolin és a leucin kibocsátás aránya nagyobb, míg cisztationin és 
tirozin termelés egyáltalán nem jellemz . A gomba igen nagy mennyiségben (40%) állít el














































Chlamydomonas reinhardtii Azotobacter vinelandii  Alternaria infectoria
27. ábra Az alga, baktérium és gomba törzsek által kibocsátott aminosavak százalékos aránya 
A nitrogén- és szénforrásmentes körülmények között fenntartott szimbiózis esetében 
jóval kevesebb típusú aminosav kibocsátását detektáltuk, mint az egyes törzsek esetében (28. 
ábra). Nagy mennyiségben termel dik a cisztationin, míg a prolin, cisztein, metionin, leucin, 















28. ábra A hármas szimbiózis által kibocsátott aminosavak százalékos eloszlása 
5.2.2.5. Az asszociáció partnereinek kimutatása PCR technikával 
Az Azotobacter vinelandii-t ezonosításához nitrogenáz 3 (anfH) enzimjére specifikus 
PCR segítségével amplifikáltuk a gén 546 bp szakaszát (X. ábra). A nitrogenáz 3 enzim egy 
alternatív nitrogenázt kódol, melynek anfHDGK génje kizárólag az A. vinelandii törzsben 
fordul el , ezért specifikus detektálására alkalmas. 
A Chlamydomonas reinhardtii azonosításához egy 394 bp hosszúságú szakaszt 
amplifikáltunk a 10-es kromoszómán található p60 katanin alegységr l.  
A gomba ITS szekvenciája a legtöbb hasonlóságot az Alternaria infectoria (Lewia 
infectoria) csoporttal mutatta. Az általunk azonosított és a GenBank-ban elhelyezett gomba és 
az A. infectoria ITS régiója között egy-két nukleotidban volt csak eltérés. 
Mindhárom törzset sikerült detektálnunk PCR segítségével az asszociáció tenyészeteib l (29. 
ábra). 
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29. ábra Az A. vinelandii anfH génjének, a C. reinhardtii 10-es kromoszómán található p60
katain alegységének és az A. infectoria ITS1F és ITS4 primerek segítségével történ
kimutatása PCR technikával a törzsek valamint a hármas asszociáció tenyészeteib l. M: 
molekulasúly marker (GeneRulerTM DNA Ladder Mix); 1: C. reinhardtii genomi DNS; 2: A. 
vinelandii genomi DNS; 3: A. infectoria genomi DNS; a hármas asszociáció tenyészetéb l 
detektált C. reinhardtii (4), A. vinelandii (5) és A. infectoria (6); 7: az alga, gomba és 




Munkánk során két különböz , mesterségesen létrehozott nitrogéköt  asszociációval 
dolgoztunk. Mindkét rendszerben a légköri nitrogén hasznosítására képes partner egy 
diazotróf baktérium, az Azotobacter vinelandii. A kéttagú asszociáció esetében a növényi 
partner egy magasabbrend  növény, a szamóca. A hármas szimbiózisban a baktériumon kívül 
egysejt  zöldalga (Chlamydomonas), mint növényi partner és gomba (Alternaria) van jelen. 
6.1 Fragaria x ananassa – Azotobacter vinelandii asszociáció létrehozása és 
vizsgálata 
Kísérleti rendszerünkben mesterséges asszociációt hoztunk létre a szamóca és az 
Azotobacter vinelandii között in vitro körülmények között. A baktériumok biztosabb 
beépítésére a növényi szövetekbe egy, a Növényszervezettani Tanszéken már korábban 
kidolgozott, mer ben új eljárást használtunk, a baktériumok biolisztikus belövését (Preininger 
és mti, 2001; 2003). Eredményeink azt mutatják, hogy a génpuskával történ  direkt belövés 
következtében a baktériumok nagyobb biztonsággal épülnek be a növény regenerálódó 
szöveteibe. Ez azzal magyarázható, hogy a becsapódás sérüléseket okoz a növényi szövet 
felszínén, amely kalluszképz dést indukál. Mivel a sérülések nagy mennyiség  baktériumot 
tartalmaznak, a helyükön fejl d  kalluszszövet illetve a direkt embriogenezissel vagy 
organogenezissel fejl d  regeneránsok nagy valószín séggel tartalmazzák a bel tt 
Azotobactereket. A kifejl dött növények nitrogénmentes tápközegen életképesek, ami a 
szövetek között lév  baktériumok aktív nitrogénkötésére utal. Korábbi acetilén redukciós 
vizsgálatok igazolták a baktérium tartalmú növényben a nitrogenáz enzim m ködését 
(Preininger és mti, 2003).
 A biolisztikus kezelés során keletkez  sérülések scanning elektronmikroszkópos 
vizsgálata során megfigyeltük, hogy a mikrolövedékek által okozott kisméret  sérülések 
néhány vagy akár egyetlen sejtet is érinthetnek. Ennek az az oka, hogy a wolframszemcsék 
egy része a szétrázás és a lövedékek útjába helyezett fémrács ellenére aggregálódik, és úgy 
csapódik be a növényi szövetekbe. Ezek az aggregátumok több sejt átmér j , mélyebb 
sérüléseket, „krátereket” okozhatnak. Feltételezzük, hogy az ilyen módon a szövetek közé 
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jutott baktériumok nagyobb valószín séggel jutnak be a növény sejtközötti tereibe a 
regeneráció során. 
 A biolisztikus kezelés után közel egy hónapig folyamatos mintavétellel nyomon 
követtük a bel tt baktériumok sorsát és a szövetek regenerációját. A scanning 
elektronmikroszkópos felvételek alapján elmondható, hogy a belövés után a sérült szövetek 
gyorsan, már két nap után regenerálódnak. 24 óra után a becsapódások helye még jól látható, 
azonban a mélyebb szöveti rétegekben már elindul a regeneráció. Két nap után a sérülések 
már egyáltalán nem látszanak. A belövés helyét ezután már csak az elpusztult sejtek jelzik, 
másrészt ezeken a területeken néhány nap elteltével elszaporodnak a felszínen maradt 
baktériumok. Két – három hét elteltével már csak a baktériumok jelenlétéb l 
következtethetünk a valamikori kráterek helyére. Az Azotobacterek nagy mérték
szaporodása a levél felszínén azt mutatja, hogy jelent s részük túlélte a biolisztikus kezelést. 
Ez alapján feltételezzük, hogy a szövetekbe jutott baktériumok szintén életben maradtak és 
képesek elterjedni a sejtközötti terekben.  
A sérülések gyógyulása mellett azt is vizsgáltuk, hogy milyen módon regenerálódnak 
a bel tt szamócalevelek. Fontos tudnunk a szamóca levélb l történ  növényregeneráció 
módját, mert ez jelent sen befolyásolja a bel tt baktériumok további sorsát, elterjedését a 
növényben. A növényregeneráció általában két fejl dési útvonalon mehet végbe, az egy 
sejtb l kiinduló szomatikus embriogenezis vagy a több sejtb l kiinduló organogenezis által. A 
regenerációnak ez a két típusa a regenerációs tápközegeken vagy közvetlenül a 
levélszövetekb l indul ki (Raghavan, 1986), vagy közvetett módon, kalluszfejl désen 
keresztül. A szomatikus embriók mindig egyetlen sejtb l fejl dnek (Toonen és mti, 1994), és 
a proembriók áttörik az epidermiszt. Ezzel ellentétben az organogenezis több sejtb l álló 
sejtcsoportból indul ki, ahol az epidermiszsejtek is osztódnak.  
 Az irodalmi adatok többsége azt mutatja, hogy a szamócára els sorban az 
organogenezis jellemz  (Kirschbaum és mti, 2004), de néhány eredmény a szomatikus 
embriogenezis meglétét is igazolja (Wang és mti, 1984). Az eddigi kísérletekben azonban 
általában nem foglalkoztak konkrétan a regeneráció módjának megismerésével, 
hatjásregenerációt figyeltek meg, amit morfogenezisként értékeltek (Elmansouri és mti, 1996; 
Passey és mti, 2003). 
A felvételek alapján nyilvánvalóvá vált, hogy a szamóca esetében a regeneráció 
szomatikus embriogenezissel és organogenezissel egyaránt végbemehet. A két folyamat 
mer ben más módon megy vébe. Az organogenezis kezdetén kiemelkedések jelennek meg a 
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szövetek felszínén. A primordiumok tövében megfigyelhet  kutikula gy r dések arra utalnak, 
hogy az embriogenezissel ellentétben, ahol a küls  sejtréteg felszakad, itt az epidermiszsejtek 
is osztódnak a folyamat során és folytonosan borítják a képz d  primordiumokat. A fejlettebb 
hajtáskezdemények mellett fiatalabb képleteket is megfigyeltünk, ami arra utal, hogy a 
regenerációs aktivitás folyamatos, egymás után jelennek meg az újabb hajtáscsúcsok a levél 
felszínén (Preininger és mti, 2006a). 
A szomatikus embriogenezis a kétszik  növények közül legkönnyebben sárgarépánál 
és lucernánál érhet  el, sok növénynél még ma is nehezen indukálható (Attree és Fowke, 
1993). A szamóca esetében azonban az általunk használt közegen szomatikus embriogenezist 
is megfigyelhettünk. A folyamat els  lépéseként a sejtek megduzzadnak, ennek következtében 
felszakad a kutikula. Mivel a differencáció a levelek mezofillumából indul, az egysejtes majd 
az osztódó embriogén sejtek az epidermiszt áttörik. A felvételeken nyomon követhettük az 
embriogenezis egyes stádiumait a néhány sejtes proembriótól a szív stádiumon keresztül 
egészen az érett embriók kialakulásáig. Kísérleteink során nem fordult el  nagymérték
abnormális embriófejl dés, csak elenyész  százalékban, ellentétben Lazzeri és mti (1985) 
valamint Finer (1988) tapasztalataival. 
 A mikroszkópos vizsgálataink során megállapítottuk, hogy a szamóca esetében 
ugyanazon a levélen organogenezis és szomatikus embriogenezis egyszerre is végbemehet. 
 Bár az esetek többségében kalluszfejl dés nélküli, ún. közvetlen regeneráció ment 
végbe a szamóca leveleken, néhány esetben azonban kallusz szövet keletkezett a vágások 
helyén, amely primer kalluszokból a kés bbiekben nem regenerálódtak hajtások. 
 A scanning elektronmikroszkópos felvételek megmutatták, hogy a biolisztikus kezelés 
során kialakult sérülések tartalmaztak baktériumokat, melyek a regeneráció során 
valószín leg bejutottak a sejtközötti terekbe, arról viszont nem adnak információt, hogy a 
belövés során milyen mélyre sikerült bejuttatni az Azotobactereket.  
Mivel az általunk használt A. vinelandii törzs green fluorescent protein gént tartalmaz, 
ezért a bel tt szamócaleveleket fluoreszcens mikroszkóppal is analizáltuk. Az epifluoreszcens 
mikroszkóppal készített felvételek egyértelm en kimutatták a baktériumok jelenlétét a 
becsapódás következtében kialakult kráterekben. Ez a vizsgálat is igazolta, hogy a 
génpuskával nemcsak egyedi baktériumok, hanem a wolframszemcsék aggregációja miatt 
baktériumcsoportok is becsapódhatnak a növényi szövetekbe. 
Ahhoz, hogy megtudjuk, milyen mélységben jutottak be az Azotobacterek, laser 
scanning mikroszkópos analízisre volt szükség. Ez az eszköz ugyanis optikai szeleteket készít 
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az adott mintáról, melyeket a megfelel  módon összeillesztve láthatóvá válik a minta térbeli 
szerkezete. A rétegfelvételek segítségével térbeli rekonstrukciót készítettünk egy bel tt levél 
vizsgálata során. A háromdimenziós felvételen a kép közepén lév  kráterben és a környez
szövetekben láthatók a bel tt, fluoreszkáló baktériumok. 
Eredményeink alapján elmondható, hogy a baktériumok bejuttatása a növényi 
szövetekbe biolisztikus kezeléssel alkalmas módszer mesterséges asszociációk 
létrehozására. A baktériumok a regeneráció folyamán beépülnek a növény szöveteibe, 
így a kifejl d  új növényekbe is.  
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6.2 A Chlamydomonas reinhardtii fotoszintetikus apparátusának 
szervez dése és m ködése nitrogén elvonás és visszapótlás hatására 
A szamóca-Azotobacter asszociáció vizsgálata során a partnerek által kibocsátott 
molekulák detektálása nehezen oldható meg. Ezért egy egysejt  modell rendszerrel, egy 
mesterségesen létrehozott alga-baktérium-gomba szimbiózissal dolgoztunk. Ez a modell 
asszociáció nitrogén- és szénforrásmentes körülmények között fenntartott egysejt  zöldalga 
Chlamydomonas reinhardtii, a diazotróf Azotobacter vinelandii valamint egy fonalas gomba, 
az Alternaria infectoria együttélése. Mivel a Chlamydomonas gyorsan reagál a környezeti 
változásokra, az asszociáció állapota, nitrogén ellátottsága ezáltal fenotípusosan is jól 
követhet . 
El kísérleteink során a Chlamydomonas egysejt zöldalgát vizsgáltuk, mely széles 
körben alkalmazott kísérleti objektum olyan kutatásokban, melyek célja a fotoszintetikus 
apparátus biogenezisének és a különböz  környezeti hatásokra történ  változásának, illetve a 
kloroplasztisz funkciójának genetikai vizsgálata (Gyurján és mti, 1980; 1982; 1984; Hippler 
és mti, 1998). Munkánkban a nitrogén elvonása miatt kialakuló fokozatos klorofilltartalom- és 
fotoszintetikus oxigéntermelés csökkenést, valamint a klorofill-protein komplexek arányainak 
változását és a lebomló tilakoid membránokat is vizsgáltuk párhuzamosan. A nitrogénhiány 
élettani és ultrastrukturális hatásai mellett azt is kimutattuk, hogy ezek a degradációs 
folyamatok reverzibilisek, azaz adott mennyiség  nitrogén újbóli adagolásával vissza is 
fordíthatók.  
Eredményeinkhez hasonlóan a nitrogénhiányos környezetben az algák, így a 
Chlamydomonas esetében is a klorofill tartalom progresszív csökkenését figyelték meg 
(Coleman és mti, 1988; Plumley és mti, 1989; Sinetova és mti, 2006). A fotoszintetikus 
oxigén termelés mérése alapján szoros korrelációt tapasztaltunk a klorofill tartalom 
csökkenése és a PSII aktivitása között. A két fotorendszer lebomlása különböz  sebességgel 
zajlott, a PSII kezdetben lassabban bomlott, mint a PSI, hasonlóan Euglena algák sötétben 
öregített kloroplasztiszaiban zajló folyamatokhoz (Pancaldi, 1996). A PSII kezdeti túlsúlyát 
tapasztalta Plumley és Schmidt (1989) is csökkentett nitrogéntartalmú körülmények között 
tartott Chlamydomonas tenyészetekben.  A 77 K fluoreszcencia spektrum alapján el ször a 
712 nm-nél jelentkez , a PSI-hez tartozó csúcs degradációját figyeltük meg. A 15. nap után a 
PSII –hez tartozó, 687 nm-es csúcs bomlása egyre er teljesebben jelentkezett, így a PSI és 
PSII aránya a kezdeti növekedéssel ellentétben csökkent. Ez az eredmény eltér attól a 
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tapasztalattól, hogy nehézfém okozta klorózis esetén els sorban a PSII komplex sérül, sokkal 
inkább mint az LHCII vagy a PSI (Appenroth és mti, 2003). 
 A Chlamydomonas sárgítása során a klorofillok és pigment-protein komplexek 
lebomlásával párhuzamosan a tilakoid membránok dezorganizációja is megfigyelhet  volt . A 
gránumszer  struktúra 5 nap sárgítás után már teljesen elt nt, 8 nap után pedig csak kevés 
tilakoidmembrán maradt a kloroplasztiszokban, ami jól összeegyeztethet  a fotoszintetikus 
oxigéntermelés és a PSII pigment-protein komplexek fluoreszcencia hozamának 
csökkenésével. Ezt támasztják alá Biswal és mti (1983) eredményei is, melyek szerint a 
gránum szétesés a klorofill b és LHCII mennyiségének csökkenésével jár. Szoros összefüggés 
van a nitrogénhiány által okozott csökkent mérték  fotoszintézis és az ultrastruktúra 
fellazulása között (Doncheva és mti, 2001). 
A nitrogén éheztetés kezdeti szakaszában autofágiát figyeltünk meg az 
elektronmikroszkópos felvételeken, részlegesen emésztett sejttartalommal rendelkez
vakuolumok jelentek meg az algasejtekben. Ez a jelenség jól ismert nitrogén éheztetett éleszt
sejtek esetében (Onodera és Ohsumi, 2005), amelyek a szükséges aminosav szintet biztosítják 
ezzel a módszerrel. A folyamatot az Atg7 gén kontrollálja. Amennyiben ezt a gént egerekben 
kiütötték, az éheztetés hatására bekövetkez  autofágia gyengült (Komatsu és mti, 2005). 
 Nitrogénmentes körülmények között a kloroplasztisz keményít  tartalma már az els
nap után számottev en megemelkedett és megmaradt ezen a szinten miközben a fotoszintézis 
leállt.  Feltételezhet en a kloroplasztiszból történ  cukortranszport a sárgulás kezdetén 
lecsökken (Appenroth és mti, 2003), és a kés bbiek folyamán a sejt m ködésképtelensége 
miatt a keményít szemcséket nem képes hasznosítani (Nyitrai és mti, 2007). 
 A nitrogén éheztetés hatására még egy jelent s strukturális változást figyelhettünk 
meg, a sejtekben már a kezdeti szakaszban lipidcseppek jelentek meg, melyek mérete a 
kés bbiek folyamán fokozatosan növekedett. Ezek a globulusok a plasztiszon kívül alakultak 
ki. Ezzel szemben a keményít szemcsék a plasztiszban maradtak és annak deformációját 
okozták anélkül, hogy az organellum felszakadt volna. Hasonló jelenséget tapasztaltak 
Chlorella esetében is (Pyliotis és mti, 1975). A kloroplasztisz lipidjei valószín leg 
hozzájárulnak a citoplazma lipidcseppjeinek növekedéséhez, mivel a plasztoglobulusok 
kiszorulhatnak a kloroplasztiszból (Guiaimé és mti, 1999). Ennek ellenére a sárgulás 
folyamán a plasztoglobulusok száma konstansnak bizonyult, hasonlóan az Ankistrodesmus-nál 
és a Chlorella-nál leírtakhoz (Mayer és Czygan, 1969). Ennek következtében egyetértünk 
Pyliotis és mti (1975) következtetésével, akik ezt a plasztisz transzformációt úgy tekintik, 
mint proplasztisz állapotba történ  regressziót, amely szintén sok keményít szemcsét 
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ellenben kis számú tilakoidot és plasztoglobulust tartalmaz. A lipidcseppek plasztisz eredete 
valószín tlennek t nik, ugyanakkor a citoszolban végbemen  autofágia és zsírsavszintézis, 
illetve az azt követ  zsír/olaj el állítás az ER membránokban magyarázat lehet kialakulásuk 
eredetére. Ezt az elméletet alátámasztja a Chlamydomonas lipidtesteinek izolálása és 
analízise, amely során triacilglicerol (90%) és zsírsavak (10%) jelenlétét, valamint 
galaktolipidek hiányát mutatták ki (Wang és mti, 2009). Ez az összetétel jellemz  h stressz 
alatt álló algasejtek esetében és a szeneszcencia folyamán is (Mclean, 1968). Bár 
Chlamydomonas esetében tanulmányozták a nitrogén éheztetés hatására végbemen
génexpressziós folyamatokat (Plumley és Schmidt, 1989; Beck és Haring, 1996), a 
zöldalgákban bekövetkez  szeneszcencia hátterér l nem végeztek hasonló kutatásokat. A két 
folyamat ilyen módon történ  összevetése segíthetne megérteni a fenotípusos hasonlóságok 
hátterét. 
Nitrogén visszapótlás hatására a Chlamydomonas sejtek visszazöldülése, regenerációja 
gyorsabb ütemben ment végbe, mint a sárgulás folyamata. A paraméterek változásait és az 
események sorrendjét figyelembe véve a sárgulással ellentétes tendenciájú, de nem mindig 
azonos ütem  élettani változások mentek végbe a visszazöldítés során. 
A „kisárgult” algákat nitrogéntartalmú közegre helyezve az els  órákban lényegesen 
nem változott az összklorofill tartalom és a fotoszintetikus oxigéntermelés sem. Ezután 
mindkett  a vártnak megfelel en növekedett. Százalékos növekedésük viszont a sárgulás 
során tapasztaltakkal ellentétben nem párhuzamosan változott. Az oxigéntermelés gyorsabb 
ütemben n tt, mint a klorofilltartalom, ami arra utal, hogy a zöldülés elején a keletkez
klorofill nagyobb része a kialakuló reakciócentrumokba épült be. Ezt támasztja alá a 
kezdetben magas, majd egyre csökken  klorofill a/b arány is. Chlorella esetében a 
visszazöldülés 4. és 6. órája között jelent sen megn  a fotoszintetikus oxigéntermelés 
(Grimme és Porra, 1974). Ez a Chlamydomonas esetében is megfigyelhet  volt, 6 óra 
visszazöldítés után a termelt oxigén mennyisége elérte a végs , zöld sejtek által termelt 
mennyiség negyedét. Ezt Grimme és Porra úgy magyarázza, hogy ekkorra már kialakultak kis 
hatékonysággal m köd  fotoszintetikus egységek, melyekbe a visszazöldülés során még több 
klorofill épült be. Jelent s mennyiség  klorofill csak 9 óra után (7.5%) halmozódott fel. Egy 
nappal a nitrogéntartalmú közegre történt visszahelyezés után a fotoszintetikus 
oxigéntermelés elérte a zöld sejtekre jellemz  érték 60%-át, míg a klorofill tartalom csak kb. a 
negyedét. Az algák fotoszintetikus oxigéntermelése a visszazöldítés végére meghaladta a 
kontroll tenyészetre jellemz  értéket (120%), míg oxigéntermelésük 80%- os értéket mutatott. 
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A tilakoid rendszer is gyorsan regenerálódott, 14 óra elteltével már jól látható volt a 
tilakoid membránok kötegel dése, ami jól összevág a nagymérték  fotoszintetikus 
oxigéntermeléssel. Egy nap elteltével gránum-szer  struktúrák jelentek meg. A második 
napon szemmel láthatóan csökkent a keményít szemcsék száma, és a zöldülési folyamat 
végére a lipidcseppek is fokozatosan elt ntek a citoplazmából.  
Eredményeink alapján elmondható, hogy a Chlamydomonas reinhardtii 
tenyészetek nitrogén megvonás hatására végbemen  kisárgulását a drasztikus 
klorofilltartalom csökkenésen túl a fotoszintetikusan aktív klorofill-protein 
komplexekben végbemen  jelent s min ségi és mennyiségi változások eredményezik. A 
folyamat során a tilakoid membránok dezorganizációját valamint lipidcseppek és 
keményít testek felhalmozódását tapasztaltuk. Nitrogén visszapótlás hatására a 
kloroplasztisz regenerációja figyelhet  meg. A klorofill protein komplexek fokozatosan 
visszaépültek, ezzel párhuzamosan a lipidcsepek és keményít szemcsék lebomlottak. A 
zöldülés során a fotoszintetikus aktivitás fokozatosan növekedett. A kisárgult sejtek 
teljes regenerációja, visszazöldülése a leépülés folyamatánál sokkal gyorsabban, 4 nap 
alatt végbement. 
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6.3 Chlamydomonas reinhardtii – Azotobacter vinelandii – Alternaria 
infectoria hármas asszociáció vizsgálata 
A nitrogén számos biomolekula alkotórészeként nélkülözhetetlen minden él  szervezet 
számára. Legnagyobb mennyiségben az atmoszférában van jelen, azonban csak néhány 
baktérium képes a légköri nitrogén hasznosítására nitrogenáz enzim komplexe által. A 
prokarioták által megkötött nitrogén az eukarióták számára csak úgy hasznosulhat, ha a két 
szervezet között szorosabb vagy lazább kapcsolat (szimbiózis vagy asszociáció) jön létre. 
Ezekben a szimbiózisokban a gazdaszervezet növény, állat vagy gomba egyaránt lehet 
(Reinhold-Hurek és Hurek 1998; Hirsch és mti, 2001; Kneip és mti, 2007). 
A szén- és nitrogénmentes közegen fenntartott asszociáció folyamatos fennmaradása 
csak úgy lehetséges, ha a partnerek szerves szén- és nitrogén vegyületeket bocsátanak ki a 
tápközegbe. Ezek a komponensek f leg egyszer  cukrok és aminosavak. (Vogel és mti, 
1978).  
Kísérleteinkben három, a természetben önállóan él  szervezet, a Chlamydomonas
egysejt  zöld alga, a légköri nitrogént köt Azotobacter és az Alternaria penészgomba 
együttélését tanulmányozzuk in vitro körülmények között. A mesterséges tápközeg nitrogén – 
és szénforrás-mentes, amely a partnerek számára külön-külön nem biztosítja az 
életfeltételeket. Minden átoltás után, amikor új közegre kerül a tenyészet, a szervezett 
struktúra felbomlik és az asszociációnak 2-3 hétre van szüksége hogy újra létrehozza azt a 
környezetet, ahol a partnerek szén- és nitrogénellátottsága biztosítva van. A kolónia 
szerkezete és növekedése csak ezután vizsgálható. Kérdés, hogyan képes a háromtagú 
asszociáció a két lételemet nélkülöz  közegen élni, m ködni? Hogyan valósul meg az 
együttélés? 
 A 4. táblázat bemutatja, hogy a két tápelem megkötésében a partnerek milyen módon 
vehetnek részt. 
Tápelem Tápközeg Alga Baktérium Gomba Alga + 
gomba + 
baktérium 
Nitrogén - - + -/? +   + 
Szén - + - - +   + 
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A táblázatból is kit nik, hogy az alga fotoszintézissel biztosítja a szén- és 
energiaforrást, amennyiben biztosított számára a nitrogén. Ez utóbbi hiányában a vegetatív 
sejt gamétává alakul. A gametogenezis során a sejtosztódás leáll, a klorofillok lebomlanak 
(Sears és mti, 1980; Siersma és Chiang, 1971; Martin és mti, 1976), és mindazok a 
degradációs folyamatok lejátszódnak, amelyek az el z  alfejezetben lettek kifejtve. A 
baktérium képes a légkörb l a nitrogént megkötni, amennyiben az energiaforrás, a cukor, 
rendelkezésére áll (+). Nyilvánvaló, hogy az alga-baktérium együttes képes lehet a két fontos 
elem (nitrogén, szén) légkörb l való fixációjára, amennyiben a tápközegen keresztül 
kölcsönösen hozzájutnak azokhoz. Korábbi vizsgálataink (Korányi és mti, 1993; Gyurján és 
mti, 1995; Preininger és mti, 2006b) igazolják, hogy a Chlamydomonas egysejt  zöldalga és a 
légköri nitrogént köt Azotobacter baktérium képes együttélésre nitrogén- és 
szénforrásmentes közegen. A vizsgálatokból kit nik, hogy az Azotobacer aminosavakat 
bocsát ki a tápközegbe, melyek nitrogén forrásként szolgálhatnak az alga sejtek számára 
(Preininger és mti, 2006b). A Chlamydomonas zöldalga sejtek nagy számú szénvegyületet 
választanak ki. Ilyenek például a különböz  cukrok, α-ketosavak, glikolsav, oxálsav és 
pirosz l sav (Allen 1956; Collins és Kalnins 1967; Vogel 1978).  
Felvet dik továbbá a kérdés, milyen szerepe lehet a harmadik partnernek, a gombának 
az együttélésben? Els  megközelítésben a gomba csak felhasználó lehet, hiszen a két fontos 
elem, a nitrogén és a szén megkötésében nem tud részt venni. El zetes megfigyeléseink 
azonban arra engednek következtetni, hogy a gomba jelenléte pozitívan befolyásolja az alga – 
baktérium együttélését, amit a hármas tenyészet zöldebb színe jól mutat. 
 Jelen vizsgálataink arra irányultak, hogy pontosan számba vegyük az együttélést 
biztosító molekulákat. Ezen kívül vizsgáltuk a hárompartneres együttélés m köd képességét 
a fotoszintézis, a légzés és a nitrogénkötés képességén keresztül. 
 Az általunk létrehozott és vizsgált mesterséges szimbiózis leginkább szembet n
tulajdonsága felt n en zöld színe, ami az elegend  nitrogénellátottságra utal, annak ellenére, 
hogy az algasejtek klorofill tartalma a kontroll zöldalga tenyészetéhez képest csak 38%. A 
nitrogénmentes közegen fenntartott algatenyészet klorofill tartalma viszont csak 0.5%. 
Watanabe és mti (2005) hasonló „sárgulási” folyamatot figyeltek meg Chlorella esetében a 
szimbionta partnerei nélkül tenyésztve, míg a kevert kultúra klorofill tartalma stabil maradt. 
 A 77 K fluoreszcencia emissziós mérések alapján az asszociáció esetében a klorofill 
molekulák a kontroll algáéhoz hasonlóan pigment-protein komplexekbe épültek be. Az 
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asszociációnál tapasztalt, a PSII és PSI fluoreszcens sávok amplitudójának arányában 
bekövetkezett növekedés részben az energiatranszferben bekövetkezett változással 
magyarázható (Plumley és Schmidt, 1989). A klorofill a/b arány kis mérték , párhuzmos 
növekedése arra enged következtetni, hogy az asszociáció algasejtjeiben több core complex 
szintetizálódott, mint a kontroll alga esetében. Ez a feltételezés összhangban áll a hármas 
asszociáció relatív magas fotoszintetikus oxigéntermelésével, ami alapján elmondhatjuk, hogy 
a szimbiózis algasejtjei fiziológiailag aktívak. A kontroll Chlamydomonas kultúra nettó 
fotoszintézise méréseink alapján hasonlónak bizonyult az irodalomban fellelhet , korábban 
mért eredményekhez (Peltier és Schmidt, 1991). A szén- és nitrogénmentes közegen n tt 
asszociációban él Chlamydomonas sejtek m köd  fotoszintetikus apparátussal rendelkeznek; 
ami arra utal, hogy az Azotobacter partner által biztosított nitrogénforrás elegend
mennyiség  egy jól m köd  fotoszintetikus apparátus létrehozásához. Ezt támasztják alá az 
ultrastruktúrális vizsgálatok is. Az elektronmikroszkópos felvételek alapján ugyanis a 
szimbiózis algasejtjei, a kontroll zöld algákhoz hasonlóan, jól fejlett tilakoid 
membránrendszerrel rendelkeznek. A nitrogénmentes közegen tartott, kisárgult algasejtekre 
jellemz  extrém mérték  keményít szemcse- vagy lipidcsepp felhalmozódást nem figyeltünk 
meg esetükben. 
 Vizsgáltuk a gomba partner szerepét a hármas asszociációban. A gomba partner az ITS 
szekvencia analízis alapján a legtöbb hasonlóságot az Alternaria infectoria (Lewia infectoria) 
csoporttal mutatta. Korábbi, Chlamydomonas – Azotobacter asszociációval végzett 
kutatásaink alapján (Preininger és mti, 2006b) elmondható, hogy az Alternaria infectoria-val 
kiegészült hármas szimbiózis tenyészete zöldebbnek mutatkozott és klorofill tartalma is 
magasabb volt a kétpartneres tenyészetéhez képest. Feltételezzük, hogy a gomba kiegészít
nitrogénforrást biztosít az alga számára, illetve a baktérium által megkötött nitrogént is 
könnyebben hasznosítható formává alakíthatja. A gombakolonizáció pozitív hatását már 
bizonyították egy m köd  mikorrhizás gomba-növény-baktérium együttélés esetében (Li és 
Hung, 1987; Azcón és mti, 1991; Paul és mti, 2007). A mikorrhiza szimbiózisokhoz társuló 
diazotróf baktérium is pozitív hatást fejt ki a kapcsolatra, ezért ’mikorrhiza segít
baktériumok’-ként emlegetik ket (Frey-Klett és mti, 2007).  
 Az aminosav analízis eredményeképpen a hármas asszociáció esetében jóval kevesebb 
féle aminosavat detektáltunk, mint külön – külön a törzsek tenyészeteinél. Néhány aminosav, 
amelyet optimális körülmények között az egyes törzsek kiválasztanak a közegbe, a szén – és 
nitrogénmentes közegen fenntartott szimbiózis esetében nem mutatható ki. Ezen molekulák 
hiányának két oka lehetséges. Egyrészt a partnerek az együttélés során hasznosíthatják azokat, 
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kivonva ezzel teljes mértékben a táptalajból, másrészt lehetséges, hogy a részleges 
nitrogénhiány gátolja ezen aminosavak bioszintézisét. Ezt a feltételezést támasztja alá az a 
tény, hogy a szimbiózisban a partnerek nem állítanak el  komplex, elágazó láncú 
aminosavakat (Leu, Ile, Tyr, Phe) - kivételt képez az 5 szénatomos valin - ellentétben az 
optimális közegen n tt tenyészetekkel. Érdemes megjegyezni, hogy az alga és 
gombatenyészet által optimális közegen nagy mennyiségben termelt prolin az asszociáció 
esetében egyáltalán nem detektálható. 
 A cisztationin, amely a kéntartalmú aminosavak anyagcseréjének központi 
intermediere, a hármas asszociációban nagy mennyiségben termel dik. A tenyészet magas 
cisztationin produkciója valószín leg a gomba metabolikus aktivitásának köszönhet . Ez a 
molekula az emberi agyban különösen nagy koncentrációban van jelen (Tallan és mti 1958, 
Okumura és mti 1960, MacCoss és mti 2001), fontos neuroprotektív hatása révén 
elengedhetetlen a m ködéséhez. Hiánya olyan súlyos betegségek kialakulásához vezethet, 
mint a skizofrénia, az Alzheimer vagy a Parkinson kór (Seshadri és mti 2002, White és mti 
2001, Eto és mti. 2002). A cisztationin antioxidásként is m ködik és csökkenti az apoptózis 
mértékét (Wada és mti, 1995; Key és White, 2003). Az általunk használt biológiai rendszer 
reményt ad egy cisztationin termelésre irányuló fermentációs eljárás kidolgozására. 
Alkalmasságát bizonyítja, hogy a tápközegbe kibocsátott aminosavak közel 70%-a a 
cisztationin.  
 A hármas asszociáció vizsgálata során kimutattuk, hogy a szén- és 
nitrogénmentes közegen n tt asszociációban él Chlamydomonas sejtek m köd
fotoszintetikus apparátussal és jól fejlett tilakoid membránrendszerrel rendelkeznek. 
Mindez arra utal, hogy az Azotobacter partner elegend  mennyiség  nitrogénforrást 
biztosít számára. A gomba szerepét a rendelkezésünkre álló módszerek segítségével nem 
sikerült tisztázni, valószín leg kiegészít , illetve könnyebben hasznosítható 




Munkánk során kétféle mesterségesen létrehozott nitrogénköt  asszociációt vizsgáltunk, egy 
magasabbrend  növénnyel és egy egysejt  zöldalgával kialakított együttélést. Ennek során 
létrehoztunk és vizsgáltuk a szamóca (Fragaria x ananassa)–Azotobacter asszociációt valamint a 
Chlamydomonas reinhardtii – Azotobacter vinelandii – Alternaria infectoria szimbiózist.  
A szamóca – Azotobacter asszociációval folytatott munkánk során a gfp gént tartalmazó 
Azotobacter vinelandii sejteket génpuskával sikeresen bejuttattuk a szamóca in vitro leveleibe és 
regenerálódó hajtáscsúcsaiba. A baktériumok sorsát epifluoreszcens, laser fluoreszcens valamint 
scanning elektronmikroszkóppal követtük nyomon. Megállapítottuk, hogy az excizált levelekb l 
történ  növényregeneráció embriogenezissel és organogenezissel egyaránt végbemehet. A 
biolisztikus kezelés során a mikrohordozóhoz kapcsolt baktériumok mélyebb sérüléseket okozva 
a levél felszínén, valószín leg bejutnak a szövetekbe és a regenerálódó növényekbe. A belövés 
utáni néhány órában még jól látható becsapódások helyén a második nap végére 
szövetregeneráció figyelhet  meg. A sérülések helyeit néhány nap múlva már csak az elhalt 
sejtek és a kívül maradt baktériumok felszaporodása jelzi.  
 A Chlamydomonas reinhardtii tenyészetek nitrogén megvonás hatására végbemen
kisárgulása mögött meghúzódó drasztikus klorofilltartalom csökkenésen túl a fotoszintetikusan 
aktív klorofill-protein komplexekben jelent s min ségi és mennyiségi változások tapasztalhatók. 
A plasztisz elektronmikroszkópos szerkezetében jelentkez  strukturális leépülések figyelhet k 
meg, amely a tilakoid membránok dezorganizációját, a lipidcseppek és a keményít testek 
felhalmozódását jelenti. Nitrogén visszapótlásos kísérleteinkben a kloroplasztisz regenerációja 
figyelhet  meg, melynek során a klorofill képz dését a fotoszintetikus aktivitás fokozatos 
növekedése kíséri, mely változás sokkal gyorsabb, mint a leépülés folyamata. A zöldülési 
folyamat során a klorofill protein komplexek visszaépültek, a lipidcseppek, és a keményít
szemcsék lebomlottak. Komplett tápközegen a kisárgult sejtek teljes visszazöldülése, 
regenerációja 4 nap alatt végbement. 
A hármas asszociáció vizsgálata során az egyes partnerek jelenlétét PCR technikával 
kimutattuk. A gomba partner DNS szekvenálással történ  azonosítása során Alternaria 
infectoria-nak bizonyult. A fotoszintetikus paraméterek és az ultrastruktúra vizsgálata alapján 
elmondható, hogy a szén- és nitrogénmentes közegen n tt asszociációban él  Chlamydomonas 
sejtek m köd  fotoszintetikus apparátussal és jól fejlett tilakoid membránrendszerrel 
rendelkeznek. Mindez arra utal, hogy az Azotobacter partner elegend  mennyiség
nitrogénforrást biztosít. Az aminosav analízis során a hármas asszociáció esetében jóval 
kevesebb aminosavat detektáltunk, mint külön-külön az egyes törzseknél. A nagy mennyiségben 
termel d  cisztationin valószín leg a gomba aktivitásának köszönhet . 
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8. SUMMARY 
Our aim was to study the artificial bipartite association between strawberry (Fragaria x 
ananassa) and the diazotrophic bacteria Azotobacter vinelandii, and the artificial tripartite 
symbiosis involving a green alga (Chlamydomonas reinhardtii), a bacterium (Azotobacter 
vinelandii) and a fungus (Alternaria infectoria). 
A new utilization of the biolistic gun was developed for the direct introduction of nitrogen 
fixing bacteria (Azotobacter vinelandii) into in vitro strawberry (Fragaria x  ananassa) tissues. 
Gfp gene containing bacteria, adhered to tungsten particles, were delivered into the target leaves. 
The presence of bacteria in the developing strawberry callus tissues and regenerating plants was 
detected by epifluorescent-, laser fluorescent and electron microscopy. The way of the plant 
regeneration process from the strawberry leaves is very important to know because this influences 
the later results. Therefore steps of regeneration from leaf inocules on modified MS media was 
followed up by scanning electronmicroscopy that proved both organogenesis and embryogenesis. 
Regeneration process was monitored from the beginning until the formation of the leafy shoots. 
Also scanning electronmicroscopy was used to follow the fate of the the bombarded plant cells, 
injuries and surface bacteria from 30 minutes to 29 days after the biolistic treatment. 
During the 3 week-long degreening process of the Chlamydomonas reinhardtii cells the 
decline of the chlorophyll content, qualitative and quantitative changes in photosynthetically 
active chlorophyll-protein complexes were detected. Ultrastructural degradation of the chloroplast 
included the disintegration of the thylakoid membranes and accumulation of lipid bodies and 
starch grains. During the regreening process on nitrogen-containing medium chloroplasts were 
regenerated when formation of chlorophyll was followed by gradual increase of photosynthetic 
activity. Chlorophyll-protein complexes were reorganized. Lipid bodies and starch grains were 
degraded. This process was much quicker then the degradation, total greening of the cells occured 
in 4 days. 
The green colour of tripartite association indicated that the algal cells had enough nitrogen 
to synthetize chlorophylls. The relatively high rate of photosynthetic oxygen evolution proved that 
nitrogen was effectively used for building up a well functioning photosynthetic apparatus. This 
was supported by the analysis of photosystems and ultrastructural investigations. In comparison 
with degreened algae cultured on nitrogen-free medium, the chloroplasts in the symbiont algal 
cells contained a well-developed, stacked thylakoid membrane system without extreme starch or 
lipid accumulation. Far fewer types of amino acids were excreted by the tripartite cultures than by 
pure cultures. Cystathionine, which is a common intermediate in the sulphur-containing amino 
acid metabolism, was produced in high quantities by the tripartite symbiosis. This can mostly be 
attributed to the activity of the fungus. 
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9.   KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 
 Köszönöm Böddi Béla tanszékvezet  egyetemi tanárnak, hogy lehet séget adott 
arra, hogy a Növényszervezettani Tanszéken dolgozhassam, valamint a fluoriméteres 
mérésekben nyújtott segítségét. 
 Ezúton szeretnék köszönetet mondani témavezet mnek, Preininger Éva egyetemi 
adjunktusnak a lehet ségért, hogy irányítása alatt dolgozhattam, valamint a munkám során 
nyújtott segít készséget és számtalan szakmai tanácsot. Köszönettel tartozom Gyurján 
István professzor úrnak,  aki szakmai tapasztalatával mindig mindenben segített a munkám 
során. 
  Köszönöm Kristóf Zoltán egyetemi docensnek a laser scanning mikroszkópos 
vizsgálatokban nyújtott segítségét.  
Szeretném megköszönni Sarkadi Livia egyetemi docensnek és L rincz Katalin 
technikusnak a Budapesti M szaki és Gazdaságtudományi Egyetem Biokémiai és 
Élelmiszertechnológiai Tanszékér l az aminosav összetétel meghatározásában nyújtott 
segítségét. 
Köszönöm Kósa Annamária doktorandusznak a fluoreszcencia spektrumok 
feldolgozásában nyújtott segítségét. 
Szeretném megköszönni Pónyi Tamás és Kovács M. Gábor egyetemi 
adjunktusoknak a molekuláris munkákban nyújtott segítségüket. 
Külön köszönet illeti Kálmán Ágnes asszisztenst, amiért az elmúlt évek során a 
laborban mindenben segítségemre volt, precíz és lelkiismeretes munkájával jelentõs 
mértékben hozzájárult a kísérletek eredményességéhez. 
 Az elektronmikroszkópos laborban végzett technikusi munkáját köszönöm Jónás 
Csillának és Gergely Magdolna Katalinnak.  
 Köszönettel tartozom a családomnak, hogy az elmúlt években mellettem 
álltak,támogattak. 
 Köszönet illeti továbbá a Tanszék minden dolgozóját, aki kisebb vagy nagyobb 
mértékben hozzájárult ahhoz, hogy ez a szakdolgozat elkészülhessen. 
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